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ogljikovih in kovinskih NM so se razlikovali. Ugotovili smo, da NM motijo 
izvedbo spektrofotometričnih in spektrofluorimetričnih testov. Pri testiranju CB 
in GO sta se test MTT in test privzema barvila z nevtral rdečim izkazala kot 
primerna za testiranje citotoksičnosti, za testiranje TiO2 in TiO2 PVP pa je 
primeren test MTT. Preostali testi so vplivali na končne rezultate. Vpliv enega 
tipa NM ni imel podobnega učinka na različne vrste celic v kulturi. Celice THP-
1 so bile bolj odporne na delovanje NM v primerjavi s celicami HUVEC. BSA 
je vplival na rezultate s celicami HUVEC, pri celicah THP-1 vpliv različnih 
koncentracij BSA ni imel učinka. Predhodno oblikovana korona iz BSA se je 
izkazala pri ogljikovih NM za boljšo pri zmanjševanju učinkov na celice 
HUVEC. CB, GO, TiO2 in TiO2 PVP imajo vpliv na celice HUVEC. CB prav 
tako vpliva na celice THP-1. GO, TiO2 in TiO2 PVP nimajo vpliva na celice 
THP-1, saj niso pokazali citotoksičnih učinkov. Uporaba NM oplaščenih z BSA 
je še vedno zmanjšala viabilnosti celic. 
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added either in their pure forms, or previously coated with bovine serum 
albumine (BSA). Upon entering the biological medium, the surface of each 
NM is covered with proteins that form protein corona. Protein corona reduces 
the binding of NM to cell membranes and consequently reduces the uptake of 
NM into cells. The effect of NM was tested on HUVEC and THP-1 cells. 
Mycoplasma was not present in cell cultures. Effects of carbon and metal NM 
differed. We found that NM interfere with spectrophotometric and 
spectrofluorimetric tests. MTT assay and uptake of neutral red dye assay 
proved to be suitable for testing CB and GO cytotoxicity, while MTT assay is 
suitable for testing the effects of TiO2 and TiO2 PVP. The remaining tests 
affected the final results. The impact of one type NM did not have a similar 
effect on different types of cells. THP-1 cells were more resistant to the effect 
of NM in comparison with the HUVEC cells. BSA had an effect on HUVEC 
cells, while different concentrations of BSA did not cause any changes to the 
THP-1 cells. Carbon NM with BSA corona reduced cytotoxic effects on 
HUVEC cells. CB, GO, TiO2 and TiO2 PVP had an effect on HUVEC cells. 
CB also had an effect on THP-1 cells. GO, TiO2 and TiO2 PVP didn’t have 
any effect on THP-1 cells, because they did not show any cytotoxic effects. 
Use of BSA-coated NM still decreased cell viability.  
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
BSA Goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin) 
CB Amorfni ogljik (ang. carbon black)  
DMEM Gojišče za celične kulture (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium-glutaMAX) 
DMSO Dimetil sulfoksid 
FBS Fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
GO Grafenov oksid (ang. graphene oxide) 
HUVEC Trajna celična linija človeških celic žilnega endotelija, izoliranih iz 
vene popkovnice 
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid 
NM Nanomaterial/-i 
PBS Fosfatni pufer (ang. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) 
ROS Reaktivne kisikove spojine 
RPMI 1640 Gojišče za celične kulture (ang. Roswell Park Memorial Institute 
medium 1640) 
THP-1 Trajna celična linija človeških monocitov akutne levkemije 
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SLOVARČEK 
 
aglomeracija Reverzibilno sprijemanje delcev s šibkimi fizikalnimi interakcijami 
agregacija Ireverzibilno sprijemanje delcev s šibkimi fizikalnimi interakcijami 
avtoklaviranje Postopek sterilizacije s pomočjo pare pri visokem pritisku 
formazan Produkt testa MTT 
sonikacija 
(sonifikacija) 
Razbijanje skupkov s pomočjo ultrazvoka 
tripsinizacija Odlepljanje celic s podlage s pomočjo tripsin - EDTA 
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1 UVOD 
 
Nanotehnologija je multidisciplinarno področje, ki je v zadnjih nekaj letih močno 
napredovalo in je še vedno v procesu razvoja. Vse večje področje nanotehnologije ustvarja 
nove priložnosti za napredek v medicini, razvoju zdravil, dekontaminaciji vode, zdravljenju 
bolezni, informacijski tehnologiji, genomiki, robotiki in proizvodnji močnejših ter lažjih 
materialov (Sahoo in sod., 2007). Nanomateriali (NM) so se naravno pojavljali skozi 
zgodovino pri gozdnih požarih in vulkanih. Izpostavljenost NM je v zadnjem stoletju, zaradi 
industrijske revolucije, močno narasla. Na povečanje NM v okolju je imelo zelo velik vpliv 
delovanje človeka. Hitro razvijajoče se področje nanotehnologije bo z veliko verjetnostjo 
postalo novi vir NM v okolju. Vnos NM v človeško telo poteka z vdihovanjem, zaužitjem, 
stikom s kožo in vbrizgavanjem v krvni obtok. Vstop v okolje je možen na več različnih 
načinov. NM se uporabljajo v izdelkih za osebno nego (kozmetiki in kremah za zaščito pred 
sončenjem), ki se izpirajo v okolje, in pri izdelavi elektronike, pnevmatik, gorivnih celic ter 
številnih drugih izdelkov, za katere ne vemo, ali obstaja možnost uhajanja v okolje med 
uporabo. Številni NM se uporabljajo tudi v izdelkih za enkratno uporabo, ki končajo na 
odlagališčih (Oberdörster in sod., 2005). 
 
Dodatne raziskave o varnosti in tveganjih uporabe NM so nujno potrebne. Lastnosti, ki so 
privlačne za razvoj v nanomedicini in za specifične industrijske procese, se lahko izkažejo 
za škodljive, ko NM pridejo v stik s celicami. Ocene varnosti NM so zato izredno pomembne 
(Oberdörster in sod., 2005; Karlsson in sod., 2008). Za raziskave NM uporabljamo in vitro 
metode. Njihova prednost so predvsem ponovljivi rezultati, hitrost in cenovna ugodnost. 
Pridobljene kvantitativne meritve citoksičnosti so izredno pomembne za začetne ocene 
interakcij NM s celicami (Sharifi in sod., 2012). 
 
Sesalske celice običajno gojimo v gojišču za celične kulture, kateremu dodamo 10 % fetalni 
goveji serum (ang. fetal bovine serum, FBS). Tako gojišče za celične kulture vsebuje številne 
serumske proteine, ki se vežejo na NM in vstopajo v celice z NM (Zhu in sod., 2009). Z 
vbrizgavanjem v krvni obtok NM pridejo v stik s krvjo. Razumevanje interakcij med NM in 
biološkimi sistemi je ključnega pomen za zdravo in učinkovito uporabo, saj so ob vstopu v 
biološki medij NM obdani s proteinsko korono (Rahman in sod., 2013). V bioloških sistemih 
NM ustvarijo interakcije s proteini, membranami, fosfolipidi, DNA in ostalimi biološkimi 
komponentami (Treuel in sod., 2014). Korone so kompleksne in se med seboj razlikujejo. 
Kot pri vseh apliciranih tujih materialih prihaja tudi pri NM do odziva. Ta je rezultat 
kompleksnega medsebojnega delovanja in ne samo značilnosti uporabljenega NM 
(Aggarwal in sod., 2009). 
 
Celični privzem je mnogo večji v celicah, kjer NM nimajo dodanega seruma v gojišču za 
celične kulture. Gojišča z dodanim serumom namreč vsebujejo proteine, ki se vežejo na NM 
in oslabijo njihovo citotoksičnost. Z večanjem koncentracije serumskih proteinov se 
citotoksičnost NM manjša (Zhu in sod., 2009). 
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1.1 HIPOTEZE  
 
Naše delovne hipoteze so: 
 
1. Pričakujemo razlike v učinku kovinskih in ogljikovih nanomaterialov (NM), vendar 
podoben učinek enega tipa NM na različne vrste celic v kulturi. 
 
2. Predpostavljamo, da bo učinek NM zmanjšan, če bodo ti predhodno inkubirani s 
proteini. 
 
1.2 NAMEN 
 
Namen naše naloge je bil ugotoviti, kakšen je vpliv izbranih NM na različne človeške celične 
kulture in vitro. Cilji naloge so bili primerjati vplive (citotoksičnost) kovinskih NM z 
ogljikovimi NM na izbrane celične linije (celice žilnega endotelija in monocite) in primerjati 
vplive NM, ki so bili predhodno inkubirani s proteini. Testiranje je temeljilo na različnih 
testih citotoksičnosti (test MTT, test privzema barvila nevtral rdeče in test z resazurinom). 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 NANOTEHNOLOGIJA IN NANOMATERIALI 
 
NM so skupina materialov, ki imajo vsaj eno dimenzijo v velikosti med 1 do 100 nm. Pri tej 
velikosti NM lahko delujejo na biološke sisteme na povsem drugačne načine in prav to jih 
dela zanimive za uporabo v medicini in industriji. Z razvojem NM so se pričela pojavljati 
vprašanja glede morebitnih stranskih učinkov njihove uporabe. Ocene varnosti so težavne, 
saj NM niso enotna skupina snovi, ampak široka skupina z različnimi lastnostmi. Njihova 
močna reaktivnost lahko privede do različnih citotoksičnih reakcij, tudi do mutagenosti. Za 
zmanjšanje citotoksičnosti in izboljšanje učinkovitosti NM so bile razvite številne strategije 
(Nogueira in sod., 2014). NM lahko vplivajo na znotrajcelične strukture in makromolekule 
dlje časa (Sharifi in sod., 2012). 
 
NM lahko povzročijo strupenost z različni mehanizmi, najpogosteje zaradi presežka 
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) (Sharifi in sod., 2012). NM s podobno kemijsko sestavo 
imajo lahko povsem različne oblike, velikost, strukturo, površinsko nabitost in reaktivnost. 
Zato je potrebna podrobna in celovita karakterizacija uporabljenih NM (Nogueira in sod., 
2014).  
 
Pri injiciranju v krvni obtok površino NM prekrijejo izbrani plazemski proteini in oblikujejo 
proteinsko korono, ki določa odziv celic in tkiv. Vezava proteinov močno vpliva na biološko 
porazdelitev v telesu. Interakcije med NM in biološkimi strukturami potekajo na površini. Z 
zmanjšanjem velikosti NM se njihova površina eksponentno poveča, kar omogoči 
izpostavljenost večjega deleža atomov in molekul na površini, ki s tem postane bolj 
reaktivna. Na strupenost vplivajo tudi agregacija in aglomeracija (ireverzibilno in 
reverzibilno sprijemanje delcev s šibkimi fizikalnimi interakcijami) ter fizikalno-kemijske 
lastnosti medija, ki sodelujejo pri določanju končne velikosti NM. Majna velikost in velika 
površina povečata nastanek ROS. Donorji in akceptorji elektronov na NM reagirajo z 
molekulskim kisikom in omogočijo nastanek superoksidnih anionov ali vodikovega 
peroksida, ki oksidirata ostale molekule in povzročita poškodbe. NM imajo lahko zelo 
različne oblike. Nekatere študije predlagajo, da je endocitoza sferičnih NM enostavnejša in 
hitrejša v primerjavi s paličasto oblikovanimi ali vlaknastimi NM. Paličasti delci so zato bolj 
naklonjeni pretoku skozi kapilare, kjer se zadržijo na stenah krvnih žil in povzročajo 
posledice (Sharifi in sod., 2012). 
 
Pri določanju citotoksičnosti ima vlogo tudi površinski naboj, saj vpliva na adsorpcijo ionov 
in biomolekul ter določa koloidno obnašanje delcev (s spreminjanjem oblike in velikosti z 
nastankom agregatov in aglomeratov), kar lahko spremeni celične odzive na NM. Kationske 
površine veljajo za bolj citotoksične od anionskih, medtem ko imajo nevtralne površine 
najmanjši vpliv. Citotoksičnost je posledica vezave kationskih delcev na negativne 
fosfolipidne glave ali proteinske domene. Površinska napetost vpliva na vezavo plazemskih 
proteinov na NM (Goodman in sod., 2004; Sharifi in sod., 2012).  
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Neželene učinke NM lahko odpravimo z oblačenjem delcev oziroma površinskimi premazi 
(ang. surface coatings), ki stabilizirajo delce, preprečijo aglomeracijo in sproščanje 
strupenih ionov, zmanjšajo celični privzem ter akumulacijo, ali v določnih primerih olajšajo 
endocitozo. Površinski premazi spremenijo citotoksičnost, porazdelitev in kopičenje NM 
(Sharifi in sod., 2012). 
 
2.2 LASTNOSTI NANOMATERIALOV IN NJIHOVA ZGRADBA 
 
V magistrski nalogi smo izbrali NM, ki so primerni za študije vpliva na biološke sisteme. 
Izbrani ogljikovi in kovinski NM so bili določeni za primerjavo učinkov, določanje vpliva 
na različne človeške celične kulture in vitro ter inkubacijo s proteini. 
 
2.2.1 Ogljikovi nanomateriali  
 
Med ogljikove NM vključujemo amorfni ogljik (ang. carbon black, CB), grafenov oksid 
(ang. graphene oxide, GO), nanodiamante, fulerene in ogljikove nanocevke (ang. carbon 
nanotubes, CNT). Fulereni so sestavljeni iz ogljika in imajo sferično obliko. CNT so 
sestavljeni iz ene same plasti (ang. single-walled carbon nanotubes, SWCNT) ali iz več plati 
grafena (ang. multi-walled carbon nanotubes, MWCNT). Ogljikovi nanomateriali so v 
zadnjih letih zaradi svojih posebnih lastnosti pridobili veliko pozornosti (Bhattacharya in 
sod., 2016). 
 
CB uporabljamo v različnih industrijskih procesih, kot ojačevalce v gumijastih izdelkih, v 
tiskarskih črnilih, elektrodah in proizvodnji usnjenih izdelkov. Pomemben vir CB v okolju 
predstavljajo tudi različna izgorevanja. CB s premerom, manjšim od 100 nm, so pomemben 
del dizelskih izpušnih plinov in spadajo med onesnaževalce okolja (Sahu in sod., 2014). 
 
Za razliko od drugih ogljikovih alotropov je grafen, zaradi svojih edinstvenih kemičnih in 
fizikalnih lastnosti, manj citotoksičen. Grafen danes uporabljamo na številnih področjih, kot 
sta elektronika in biomedicina ter pri izdelavi baterij, sončnih celic, gorivnih celic in 
senzorjev. Skupina grafenovih NM je zanimiva za uporabo pri zdravljenju raka, dostavi 
zdravil in genov ter kot potencialno antibakterijsko sredstvo (Jarosz in sod., 2015; 
Mukherjee in sod., 2015). 
 
2.2.1.1 Amorfni ogljik 
 
CB je oblika čistega elementarnega ogljika, ki ima videz črno obarvanega prahu. CB je 
ustvarjen v nadzorovanem industrijskem procesu iz ogljikovodikov z visokim odstotkom 
čistosti (več kot 97 % ogljika), ki mu da prepoznavno obliko in velikost. To razlikuje CB od 
saj, ki so stranski produkt nepopolnega izgorevanja. Primarno ustvarjeni delci se zlijejo 
skupaj in tvorijo stabilne agregate. Velikost delcev je pod nadzorom procesa, ki določi 
velikost premera med 10 in 500 nm ter nastanek agregatov. V agregatih nastanejo razvejane 
verige, ki tvorijo različne notranje strukture. Agregati so najmanjše enote, ki se lahko 
povežejo v aglomerate z velikostjo 1 do 100 μm (Bott in sod., 2014). 
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2.2.1.2 Grafenov oksid 
 
Grafen je dvodimenzionalna ploskev s širino enega atoma in sp2-hibridiziranimi ogljikovimi 
atomi, ki so urejeni v šesterokotnem vzorcu. Edinstvene fizikalno-kemijske lastnosti grafena 
so velika površina, toplotna in električna prevodnost ter mehanska moč (Jarosz in sod., 2015; 
Guo in Mei, 2014). 
 
GO je najpomembnejši grafenov derivat. GO je močno oksidirana oblika grafena, ki ima eno 
do tri plasti, debeline 1 do 2 nm. GO je hidrofilen in v vodi tvori stabilne suspenzije (ob 
prisotnosti bioloških raztopin prične tvoriti agregate). Ploščice GO imajo prisotne 
hidroksilne in epoksidne skupine na površinah in karboksilne funkcionalne skupine na 
robovih. Reaktivne (COOH in OH) skupine omogočajo vezavo na različne materiale (DNA, 
proteine, polimere), ki olajšajo topnost in preprečijo agregacijo v bioloških raztopinah. 
Zaradi visoke afinitete in stabilnosti je GO idealni nosilec za dostavo zdravil (Jarosz in sod., 
2015).  
 
2.2.2 Kovinski nanomateriali 
 
Titan (Ti) je deveti najpogostejši element v zemeljski skorji. V naravi ga običajno najdemo 
v oksidirani obliki (TiO2). TiO2 je bel, nevnetljiv in slabo topen prah brez vonja, ki se ga 
pogosto uporablja kot beli pigment. TiO2 ima tri znane kristalne strukture: anatas, rutil in 
brookit. Anatas je najbolj reaktivna oblika, ki ima največji vpliv. Z manjšanjem velikosti 
delcev TiO2 se pojavljajo vprašanja glede strupenih učinkov (Shi in sod., 2013). 
 
2.2.2.1 Titanov dioksid 
 
V zadnjih letih se NM titanovega dioksida (ang. titanium dioxide, TiO2) pogosto uporabljajo 
v industrijskih in potrošniških izdelkih, zaradi močne katalitične aktivnosti. Najpogosteje se 
TiO2 uporablja v barvah, premazih, plastiki, izdelavi papirja, zdravilih, prehrambenih 
izdelkih, kozmetiki, zobnih pastah, kremah za zaščito pred soncem in prostetičnih vsadkih 
(Shi in sod., 2013). 
 
TiO2 se v raztopinah združujejo v agregate. Ob vstopu v celice se TiO2 privzema kot agregat 
in se lokalizira v lizosomih ali veziklih. Vsaka kristalna oblika TiO2 povzroča spremembe z 
nastankom ROS. NM postane močan oksidant pod vplivom UV-svetlobe (Love in sod., 
2012). 
 
2.2.2.2 Titanov dioksid s polivinilpirolidonom 
 
NM titanov dioksid s polivinilpirolidonom (ang. titanium dioxide coated with 
polyvinylpyrrolidone, TiO2 PVP) uporabljamo na področjih elektronike in optike. Za 
izdelavo hibridnega materiala je bila izbrana organska komponenta PVP, zaradi svojih 
edinstvenih lastnosti. PVP je namreč zelo topen v polarnih topilih, kar olajša postopek 
priprave. PVP omogoča zamreženje, kar omogoči visoko toplotno stabilnost in mehansko 
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trdnost novega materiala ter hkrati zagotavlja nizko izgubo sipanja. Hibridni material je zato 
primeren za uporabo v optični industriji (Zheng in sod., 2000). 
 
2.3 NASTANEK KORONE IN INTERAKCIJE Z BIOLOŠKIMI SISTEMI 
 
Površino NM ob vstopu v biološki medij prekrijejo proteini in tvorijo proteinsko korono. 
Razumevanje interakcij med NM in biološkimi sistemi je pomembno za učinkovito uporabo 
materialov, saj korona vpliva na nadaljnje odzive celic in tkiv (Rahman in sod., 2013). 
 
Sestava proteinske korone je odvisna od fizikalno-kemijskih lastnosti (velikosti, oblike, 
sestave, površinskih funkcionalnih skupin in površinskega naboja) NM, fiziološkega okolja 
(celična citoplazma, kri itd.) ter trajanja izpostavljenosti NM proteinom. Novo pridobljena 
biološka identiteta vpliva na aglomeracijo, celični privzem, življenjsko dobo NM, 
akumulacijo, citotoksičnost, transport, signalizacijo in kinetiko. Sestava proteinske korone 
je kompleksna in edinstvena za vsak NM (Rahman in sod., 2013). 
 
Vsako biološko okolje vsebuje številne molekule, ki se lahko vežejo na površino NM. Pri 
injiciranju NM v kri je krvna plazma prvo okolje, s katerim pride NM v stik. Krvna plazma  
vsebuje več tisoč proteinov, zastopanih v različni številčnosti, in številne druge molekule, 
med drugim tudi lipide (Monopoli in sod., 2011). Ob vstopu v kri biološke molekule 
tekmujejo med seboj za vezavo na NM. Vezava molekul se časovno spreminja (Rahman in 
sod., 2013). 
 
2.3.1 Sestava korone 
 
Sestavo korone lahko razdelimo na trdo (ang. hard) in mehko (ang. soft) korono. Trda korona 
ima dovolj dolgo življenjsko dobo, da vpliva na biološke odzive (Monopoli in sod., 2011). 
Pojma trda in mehka korona opisujeta močno in šibko vezane sloje proteinov na površino 
NM. Po izpostavitvi v biološkem sistemu se oblikuje začetna korona. Sčasoma jo zamenjajo 
proteini, ki imajo večjo afiniteto. Pojav imenujemo Vromanov učinek (ang. Vroman effect) 
(Treuel in sod., 2014). Trdo korono sestavljajo tesno vezani proteini, ki imajo dolgi čas 
izmenjave. Mehko korono predstavlja druga plast proteinov, ki niso vezani neposredno na 
NM. Ta plast korone se lahko spreminja na vsakih nekaj sekund ali minut (Corbo in sod., 
2016). Albumin, imunoglobulin G (IgG), fibrinogen in apolipoprotein so prisotni v vseh 
opazovanih koronah (Rahman in sod., 2013).  
 
Med vezavo na NM lahko prihaja do konformacijskih sprememb proteinov. Do večjih 
sprememb vezanih proteinov prihaja ob prisotnosti nabitih ali hidrofobnih NM (Rahman in 
sod., 2013). Pomemben izziv v raziskavah in potencialni uporabi proteinske korone 
predstavlja ugotovitev, ali so konformacijske spremembe proteinov reverzibilne ali 
ireverzibilne (Mahmoudi in sod., 2011). Korono sestavljajo tudi številni druge molekule, kot 
so ogljikovi hidrati, nukleinske kisline in lipidi. Večina vezanih proteinov je 
apolipoproteinov, kar nakazuje, da je vezava lipidov in lipoproteinov splošna značilnost NM 
(Hellstrand in sod., 2009). 
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Zakaj NM adsorbirajo določene proteine, še ni povsem znano. Različni parametri, kot so 
velikost, oblika, ukrivljenost, površinski naboj, topnost in način vnosa NM v telo, vplivajo 
na sestavo, debelino in konformacijo proteinske korone. Znižanje površinskega naboja NM 
poveča adsorpcijo proteinov. Pozitivno površinsko nabiti NM raje adsorbirajo proteine z 
izoelektrično točko (pI) < 5,5, kot je albumin. Negativno površinsko nabiti NM vežejo 
proteine z (pI) > 5,5 kot je IgG. Hidrofobnost vpliva na količino adsorbiranih proteinov, kot 
tudi sestavo proteinske korone. Povečana adsorbcija na hidrofobne NM poveča opsonizacijo 
delcev. Hidrofobni in površinsko nabiti NM adsorbirajo več proteinov in jih denaturirajo v 
večjem obsegu v primerjavi z nevtralnimi in hidrofilnimi NM. Pomembno na vezavo 
proteinov vpliva ukrivljenost površine NM. Visoko ukrivljene površine zmanjšajo 
interakcije med proteini in ti so podvrženi manjšim konformacijskim spremembam. Sestava 
proteinske korone se razlikuje tudi med istimi NM različne velikosti (Rahman in sod., 2013). 
 
2.3.2 Korona in BSA 
 
Sesalske celice gojimo v gojiščih, ki mu dodamo 10 % fetalnega govejega seruma (ang. fetal 
bovine serum, FBS). Takšna gojišča vsebujejo veliko količino serumskih proteinov in 
različne organske in neorganske sestavine (Zhu in sod., 2009). Goveji serumski albumin 
(ang. bovine serum albumin, BSA) je albumin, ki je številčno zastopan v FBS (Francis, 
2010). Albumini so eden izmed pogosto zastopanih proteinov v krvni plazmi. Kompleksi 
NM in proteinov imajo potencial za uporabo tarčnega dostavljanja zdravil, saj olajšajo 
privzem, stabilnost in zmanjšajo neželene učinke. NM s korono iz BSA omogočajo 
podaljšano zadrževanje v krvnem obtoku in regulirajo porazdelitev (Mariam in sod., 2015). 
Tako BSA in FBS učinkovito izboljšata disperzijo NM v različnih gojiščih (Ji in sod., 2010). 
 
Raziskave kažejo, da proteinska korona zmanjša vezavo NM na membrane celic in 
posledično zmanjša privzem NM v celice. Poleg tega korona vpliva tudi na mehanizme 
privzema NM. Številne študije poročajo o zmanjšanem privzemu NM ob predhodni vezavi 
serumskih proteinov na NM (Yan in sod., 2013). Yan in sod. (2013) so podobne rezultate 
pri celičnem privzemu dobili z uporabo celične linije THP-1 in NM s proteinsko korono 
(vezava BSA na NM je zmanjšala stik med celično membrano in delcem ter posledično 
celičnim privzemom). Proteinska korona vpliva tudi na kinetiko privzema v celice in 
mehanizme delovanja celic. 
 
Zhu in sod. (2009) so raziskovali vpliv serumskih proteinov na ogljikove NM. Vezava 
serumskih proteinov na ogljikove NM je oslabila citotoksičnost. Ta se je zmanjševala s 
povečevanjem količine serumskih proteinov. Možni mehanizmi vpliva proteinske korone na 
citotoksičnost ogljikovih NM so različni. Razlage, zakaj prihaja do tega, se razlikujejo. 
Prisotnost proteinov namreč lahko zmanjša privzem NM v celice, vezani serumski proteini 
stimulirajo rast celic, obdani NM morda izgubijo značilno strupenost. Sama vezava 
serumskih proteinov lahko prepreči dostop drugim komponentam, ki so prisotne v gojišču 
in na takšen način prepreči njihov vstop v celice in posledično neželene stranske učinke teh 
komponent. Za popolno razumevanje vpliva seruma na citotoksičnost so potrebne dodatne 
raziskave.  
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Hu in sod. (2011) so s FBS prekrili površino ploščic GO (ang. nanosheet GO). Celice so ob 
prisotnosti FBS v gojišču imele povečano viabilnost, še večji vpliv na zmanjšanje 
citotoksičnosti je imela predhodna inkubacija GO v FBS. Nasprotno je NM v odsotnosti FBS 
koaguliral. Citotoksičnost je najverjetneje rezultat neposrednih interakcij GO s celicami. 
Vezava proteinov na GO prepreči te stike. 
 
Raziskave so se osredotočile tudi na NM, obdane s polimeri. Polimeri podaljšujejo čas 
zadrževanja v krvnem sistemu, zmanjšajo citotoksičnosti in preprečujejo aktivacijo 
imunskega sistema. Srebrne NM, stabilizirane s polivinilpirolidonom, so inkubirali v čistem 
gojišču, gojišču z dodanim 10 % BSA in gojišču z dodanim 10 % FBS. Nastanek korone je 
ob uporabi BSA in FBS zmanjšal citotoskičnost, z zaviranjem sproščanja prostih ionov iz 
srebra. Na nastanek proteinske korone ima vpliv tudi uporaba različnih gojišč. Srebrovi NM 
s proteinskimi koronami v gojišču RPMI (ang. Roswell Park Memorial Institute medium) so 
imeli večji citotoksični učinek v primerjavi z DMEM (ang. Dulbecco modified Eagle’s 
medium). Učinek gojišča DMEM je najverjetneje posledica večje stabilnosti in številčnosti 
nastalih proteinskih koron (Khang in sod., 2014). 
 
Garvas in sod. (2015) so preučevali možne učinke med nanocevkami TiO2 in FBS. Rezultati 
nakazujejo, da proteinska korona prepreči fotocitotoksičnost in stabilizira disperzijo delcev. 
TiO2 je smiselno obdati s proteini, ko fotocitotoksični učinki niso zaželeni. 
 
Uporabljeni material ob stiku s telesom ne sme ustvariti neželenih strupenih, imunskih ali 
rakavih odzivov. To je ključnega pomena za varno dostavo zdravil (Naahidi in sod., 2013). 
Uporaba NM, obdanih z albumini, ima več prednosti. Albumini so endogeni proteini, ki 
lahko povečajo dostopnost in porazdelitev. Poleg tega niso imunogeni in strupeni. Hkrati so 
enostavno dostopni in topni (Mariam in sod., 2015). Vezava opsoninov, kot so fibrinogen 
ali IgG, najverjetneje spodbujajo fagocitozo in odstranitev NM iz krvnega obtoka (Monopoli 
in sod., 2011). Opsonizacija je proces, pri katerem NM prekrijejo opsoninski proteini in ga 
s tem naredijo vidnega fagocitinim celicam. Fagocitne celice zajamejo in sčasoma uničijo 
ali odstranijo NM iz krvnega obtoka (Owens III in Peppas, 2006; Aggarwal in sod., 2009). 
Nespecifične interakcije NM s plazemskimi proteini vodijo v hitro odstranitev NM iz krvi. 
Ta učinek lahko odpravimo s predhodnim oblikovanjem proteinske korone na NM in na 
takšen način preprečimo vezavo plazemskih proteinov. Inkubacija NM s predhodno 
ustvarjeno albuminsko korono je inhibirala vezavo IgG in posledično zmanjšala 
opsonizacijo. NM s korono imajo zmanjšan privzem z makrofagi in podaljšan čas 
zadrževanja v krvi. Oblačenje NM z albuminsko korono je zelo obetavna strategija za 
dostavljanje zdravil (Mariam in sod., 2015). 
 
2.4 LASTNOSTI CELIC 
 
Vesterdal in sod. (2012) so za raziskave citotoksičnosti NM uporabili celice HUVEC. Vpliv 
CB (z največjo koncentracijo 100 µg/ml) na celice HUVEC so testirali s testom 
citotoksičnosti, ki podobno kot MTT temelji na pretvorbi barvila v formazan s pomočjo 
mitohondrijskih dehidrogenaz (test WST-1). CB po 24-urni izpostavitvi ni vplival na 
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viabilnost celic HUVEC oziroma na aktivnost mitohondrijskih encimov. Kljub temu je CB 
povzročil povečanje ROS in poškodbe celičnih membran. Podoben vpliv CB na celice 
HUVEC so s testom WST-1 opazili tudi Cao in sod. (2014). CB je vplival na viabilnost celic 
THP-1 že pri nižjih koncentracijah (koncentracija 12,5 µg/ml je zmanjšala viabilnost celic 
THP-1) (Cao in sod., 2014). Sahu in sod. (2014) so citotoksičnost CB na celice THP-1 s 
testom MTT zaznali pri koncentraciji 100 µg/ml. CB je zmanjšal celično viabilnost THP-1 
pri uporabljeni koncentraciji 100 µg/ml na 82 % in 42 % pri koncentraciji 800 µg/ml. 
Citotoksičnost CB je bila koncentracijsko odvisna.  
 
GO je ob inkubaciji s celicami HUVEC povečal delitev celic. Rezultati testa MTT so zaznali 
povečano viabilnost oziroma vpliv na celični metabolizem pri uporabi 1 do 100 ng/ml GO. 
Test MTT je pri koncentracijah, večjih od 100 ng/ml, vplival citotoksično na celice HUVEC 
(v primerjavi s celicami HUVEC, ki niso bile izpostavljene GO) (Mukherjee in sod., 2015).  
 
TiO2 povzroča citotoksičnost celic HUVEC z različnimi mehanizmi, med katere spadajo 
zmanjšanje proliferacije celic ter povečanje ROS in celične smrti (Montiel-Dávalos in sod., 
2012). Lankoff in sod. (2012) so s testom MTT raziskali vpliv TiO2 na celice THP-1. TiO2 
ni imel učinka, najverjetneje zaradi nizke citotoksičnosti. Celice THP-1 so fagociti s 
pomembno endocitozno in eksocitozno aktivnostjo. NM, ki pridejo v stik ali vstopijo v THP-
1, se hitro ponovno sprostijo iz celic. Nizek citotoksičen učinek NM na celice THP-1 je 
najverjetneje posledica visoke odpornosti teh celic.  
 
2.4.1 HUVEC 
 
Trajna celična linija človeških celic žilnega endotelija, izolirana iz vene popkovnice (ang. 
human umbilical vein endothelial cell, HUVEC), je pogosto uporabljena v raziskavah, kot 
modelni sistem, saj posnema delovanje endotelija (Jiménez in sod., 2013). HUVEC je idealni 
model za oceno vpliva NM na človeške krvne žile (Blechinger in sod., 2013). Celična linija 
HUVEC je bila uporabljena v študijah delovanja NM kovinskih oksidov (Jones in Grainger, 
2009), GO (Yue in sod., 2012) in CB (Cao in sod., 2014). 
 
2.4.2 THP-1 
 
Trajna celična linija človeških monocitov akutne levkemije (ang. human leukemia monocytic 
cell, THP-1) je bila izolirana iz periferne krvi pacienta z akutno monocitno levkemijo 
(Chanput in sod., 2014). THP-1 celice se uporabljajo kot model monocitne-makrofagne 
diferenciacije. Uporaba celične linije ima številne prednosti v primerjavi s primarnimi 
celičnimi kulturami, saj omogoča večjo ponovljivost rezultatov, zaradi manjše variabilnosti 
v fenotipu celic (Aldo in sod., 2013).  
 
2.5 MIKOPLAZMA 
 
Celične linije so nepogrešljivo orodje pri številnih raziskavah. Najpogostejše težave pri 
uporabi celičnih linij so okužbe z drugimi celicami in mikroorganizmi, zlasti mikoplazmami. 
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Mikoplazme so skupina bakterij, za katere je značilno pomanjkanje toge celične stene. Prvič 
so bile izolirane iz celične kulture leta 1956. Zaradi fleksibilne celične membrane in 
majhnega premera (od 0,3 do 0,8 µm) mikoplazme lahko prehajajo antibakterijske filtre. 
Mikoplazme se razmnožujejo zelo počasi celo pod optimalnimi pogoji in motijo večino 
opazovanih parametrov (spreminjajo celični metabolizem, rast, viabilnost, morfologijo celic 
itd.). Uporaba antibiotikov prikrije njihovo prisotnost (Drexler in Uphoff, 2002).  
 
Najpogosteje se za odkrivanje mikoplazem uporablja verižna reakcija s polimerazo (PCR), 
skupaj s klasičnim mikrobiološkim testom kolonij (Drexler in Uphoff, 2002). Takšno 
določanje okužbe z mikoplazmami je lahko zelo zamudno. Hitrejše in priročnejše odkrivanje 
omogočajo kompleti za odkrivanje mikoplazem (MycoAlert™ …, 2011). Mikroplazem ni 
mogoče videti s svetlobnim mikroskopom. Za zanesljive rezultate je treba celične kulture 
redno testirati in preprečiti stike z okuženimi vzorci (Nikfarjam in Farzaneh, 2011). 
 
2.6 METODE ZA DOLOČANJE CITOTOKSIČNOSTI 
 
Napredek v nanotehnologiji je v zadnjih nekaj desetletjih vodil v razvoj številnih novih 
materialov, ki ne bi bili mogoči z uporabo običajnih postopkov. Pojavili so se številni 
pomisleki glede vpliva NM na okolje. Zelo pomembno je vzpostaviti standardne postopke 
za ocenjevanje nevarnosti izpostavljenosti. Velik potencial za ocene citotoksičnosti imajo in 
vitro metode in že znani testi citotoksični. Kljub temu vsi testi niso primerni, saj določeni 
NM motijo potek testa in tako dobimo lažne negativne in pozitivne rezultate. Hkrati je treba 
upoštevati, da imajo različni tipi celic različne občutljivosti na NM (Kalantzi in Biskos, 
2014). 
 
Zaradi posebnih fizikalno-kemijskih lastnosti in povečane reaktivnosti NM lahko motijo 
spektrofotometrične in spektrofluorimetrične teste. NM se lahko vežejo na proteine in 
barvila ter spremenijo njihovo strukturo in vlogo, kar vpliva na značilnosti absorbance in 
fluorescence. Zelo verjetno je, da do tega prihaja tudi pri testih citotoksičnosti. NM povečajo 
končno absorbanco in fluorescenco pri večini testov ali sami povzročajo redukcijo 
uporabljenih barvil, kar povzroči, da so končne koncentracije barvil višje. TiO2 ob uporabi 
testa z resazurinom vpliva na rezultate in poveča izmerjeno fluorescenco (Ong in sod., 2014). 
Lupu in Popescu (2013) sta preučevala vpliv TiO2 ob pogojih, uporabljenih za gojenje 
celičnih kultur. Rezultati so pokazali, da TiO2 vpliva na pretvorbo MTT v vijolično obarvani 
formazan. Nastanek formazana je bil v raziskavi sorazmeren uporabljenim koncentracijam 
TiO2. Rezultati testa MTT pri testiranju vpliva TiO2 lahko pokažejo lažno visoke vrednosti 
preživetja celic. To lahko privede do podcenjevanja citotoksičnosti TiO2.  
 
Ogljikovi NM vplivajo na številne teste, kot so test z resazurinom, test privzema barvila 
nevtral rdeče in test MTT (Ong in sod., 2014). Monteiro-Riviere in sod. (2009) so raziskali 
vpliv različnih ogljikovih NM na teste citotoksičnosti. CB je močno vplival na test privzema 
barvila z nevtral rdečim, saj so bili rezultati lažno pozitivni (lažna viabilnost, zaradi 
adsorbcije barvila nevtral rdeče). Ogljikovi NM povzročajo težave tudi pri drugih testih, 
vendar te niso tako očitne. Monteiro-Riviere in sod. (2009) so to opazili pri testu MTT. Ob 
odsotnosti celic je absorbanca naraščala s koncentracijami ogljikovih NM (med drugim tudi 
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CB). Rezultati poskusov kažejo na to, da je najprimernejši test citotoksičnosti ogljikovih 
NM test z resazurinom, sledi mu test MTT. Še slabše rezultate dobimo s testom privzema 
barvila nevtral rdeče (test ni primeren za testiranje CB). Jiao in sod. (2015) poročajo tudi o 
vplivu GO na test MTT. 
 
2.6.1 Test MTT  
 
Potrebe po obdelavi velikega števila vzorcev so vodile v razvoj hitrih testov, ki jih lahko 
avtomatiziramo. Hiter kolorimetrični test MTT je leta 1983 razvil Mosmann (Twentyman in  
Luscombe, 1987). Test MTT se pogosto uporablja za oceno citotoksičnosti in celične 
viabilnosti v celični biologiji (Stockert in sod., 2012).  
 
Osnova testa MTT (ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, 
MTT) temelji na metabolno aktivnih celicah, ki pretvorijo MTT v kristale formazana (van 
Meerloo in sod., 2011). MTT ne prehaja celične membrane. V celice vstopi z endocitozo. 
Kot reduciran formazan se nalaga v endosomalnih in lizosomalnih veziklih. Formazan 
izstopa iz celice s pomočjo eksocitoze (Liu in sod., 1997). Vijolično obarvani kristali 
formazana so nevodotopni. Ekstrahiramo jih z organskimi topili in ocenimo 
spektrofotometrično (Stockert in sod., 2012).  
 
Že od začetka uporabe MTT testa je veljalo, da je redukcija posledica aktivnosti 
mitohondrijskih sukcinatnih dehidrogenaz v živih celicah. Do redukcije naj bi prišlo v 
mitohondrijih. Test MTT velja za primeren indikator mitohondrijske aktivnosti (Stockert in 
sod., 2012). To v večini celičnih populacij povezujemo s številom živih celic (van Meerloo 
in sod., 2011). 
 
Druge raziskave kažejo, da do redukcije MTT-ja prihaja v citoplazmi z NADH (in nekoliko 
manj z NADPH) in dehidrogenazami, povezanimi z endoplazmatskim retikulumom (ER), 
endosomalnimi ali lizosomalnimi vezikli in plazemsko membrano (Stocker in sod., 2012). 
 
2.6.2 Test privzema barvila nevtral rdeče 
 
Pri testu žive celice privzamejo in vežejo barvilo nevtral rdeče. Nevtral rdeče je šibko 
kationsko barvilo, ki prehaja membrane celic z neionsko pasivno difuzijo in se zadržuje v 
lizosomih, kjer se veže z elektrostatičnimi hidrofobnimi vezmi na anionske in/ali fosfatne 
skupine lizosomalnega matriksa. Barvilo pridobimo iz živih celic s pomočjo raztopine 
kislega etanola in ga kvantificiramo s pomočjo čitalca mikrotitrskih plošč. Privzem barvila 
nevtral rdeče je odvisen od ohranjanja pH gradientov s produkcijo ATP-ja v celicah. Pri 
fiziološkem pH-ju ima barvilo neto naboj blizu ničle in lahko prehaja membrano celice. 
Znotraj lizosomov je pH nižji od pH-ja citoplazme. Barvilo postane nabito in se zadrži 
znotraj lizosomov (Repetto in sod., 2008). 
  
Ob smrti celice ali zmanjšanju pH gradienta se barvilo ne more več zadrževati v celici. 
Količina zadržanega barvila je zato enakomerna številu živih celic. Na sprejemanje barvila 
v živo celico lahko vplivajo tudi spremembe na celični površini ali lizosomalnih membranah. 
Test z barvilom nevtral rdeče je občutljiv pokazatelj preživetja celic. Uporabimo ga pri 
večini celičnih linij. V primerjavi s testi, ki uporabljajo tetrazolijeve soli (MTT, MTS, XTS 
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itd.), je uporaba testa z nevtral rdečim zelo občutljiva, enostavno merljiva, cenovno ugodna, 
ima manj motenj in ne uporablja nestabilnih reagentov (Repetto in sod., 2008).  
 
2.6.3 Test z resazurinom 
 
Test z resazurinom je enostaven in vsestransko uporaben za meritve celične proliferacije ali 
citotoksičnosti in pri tem ne ubije celic. Med redukcijo resazurina in številom metabolno 
aktivnih, živih celic obstaja neposredna povezava. Pri meritvah lahko merimo absorbanco 
ali fluorescenco. Meritev florescence je mnogo bolj občutljiva. Modri resazurin (ne 
fluorescira) se reducira v roza obarvan resorufin, ki ima močno fluorescenco. Dodatna 
redukcija resorufina vodi v nastanek brezbarvnega hidroresorufina (ne fluorescira) (O'Brien 
in sod., 2000; Sarker in sod., 2007).  
 
Resazurin se reducira v resorufin znotraj živih celic (gojišče, ki obdaja celice, ne reducira 
resazurina). Resazurin vstopa v celice, kjer se spremeni v fluorescentni resorufin, 
najverjetneje kot rezultat delovanja več različnih redoks encimov (mitohondrijskih, 
citosolnih in mikrosomskimi encimov). Resorufin lahko izstopi iz celic v gojišče (Sarker in 
sod., 2007).  
 
Do težav pri uporabi testa lahko pride pri zelo metabolno aktivnih celicah, ki spremenijo 
resorufin v hidroresorufin še pred meritvijo. Testi imajo tako ob prisotnosti živih celic manjši 
signal. Nasprotno dobimo visok signal pri meritvi umirajočih celic, saj te ne morejo 
vzdrževati nadaljnje redukcije v nefluorescirajoče barvilo (O'Brien in sod., 2000). 
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3 MATERIAL IN METODE  
 
Preglednica 1: Laboratorijska oprema, uporabljena pri magistrskem delu 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Centrifuga (Centric 332B)  Tehtnica Železniki, Slovenija 
Palični sonikator  Sonics & Materials, Inc., ZDA 
Sonda (Titanova proba Sonics VibraCell)   Newtown, ZDA 
BioTek BioTek Instruments, Inc., ZDA 
Čitalec mikrotitrskih plošč (Dynex) Dynex Technologies, Nemčija 
Ultrazvočna vodna kopel (Sonis) Iskra Pio, d. o. o., Slovenija (10 min; 
250 W; 50 Hz; Sonis 2GT) 
Stresalnik (Innova 2300 platform shaker) New Brunswick Scientific, ZDA 
(180 obratov/min) 
Vorteks (Select vortexer) Select BioProducts, ZDA 
Inkubator Memmert, Nemčija 
Centrifuga 5424  Eppendorf, Nemčija (14.680 
obratov/min) 
Plošče (96 jamic)  
 Prozorne (Nunclon Delta Surfaces) Thermo Fisher Scientific, ZDA 
 Črne (Brand) Sigma Aldrich, ZDA 
 Bele (Brand) Sigma Aldrich, ZDA 
 
Preglednica 2: Kemikalije, uporabljene pri magistrskem delu 
Kemikalije Proizvajalec 
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium-glutaMAX) Sigma Aldrich, ZDA 
FBS (Fetal bovine serum) Sigma Aldrich, ZDA 
PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) Sigma Aldrich, ZDA 
Tripsin-EDTA Sigma Aldrich, ZDA 
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium 1640) Sigma Aldrich, ZDA 
BSA (Bovine serum albumin) Sigma Aldrich, ZDA 
CB (Amorfni ogljik) PlasmaChem GmbH, 
Nemčija 
GO (Grafenov oksid) Graphene 
Supermarket, ZDA 
TiO2 (Titanov dioksid) Promethean Particles, 
Združeno kraljestvo 
(NanoMILE) 
TiO2 PVP (Titanov dioksid s polivinilpirolidonom) Promethean Particles, 
Združeno kraljestvo 
(NanoMILE) 
ZnO (Cinkov oksid) Sigma Aldrich, ZDA 
Proteinski standard 200 mg/mL (BCA protein assay kit) Sigma Aldrich, ZDA 
Substrat A in B, 
reagent A – Pierce BCA Protein Assay  
reagent B – Pierce BCA Protein Assay  
Thermo Fisher 
scientific, ZDA 
 se nadaljuje 
14 
Zrimšek M. Primerjava vpliva izbranih kovinskih in ogljikovih nanomaterialov … človeških celic in vitro. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
Nadaljevanje preglednice 2: Kemikalije, uporabljene pri magistrskem delu 
Kemikalije Proizvajalec 
H2O2  Merck, Nemčija 
Reagent MTT  Sigma Aldrich, ZDA 
DMSO (Dimetil sulfoksid) Sigma Aldrich, ZDA 
Resazurin  Sigma Aldrich, ZDA 
Nevtral rdeče  Sigma Aldrich, ZDA 
Brezvodna ocetna kislina Sigma Aldrich, ZDA 
MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit  Lonza, ZDA 
 
3.1 GOJENJE IN PRESAJANJE CELIČNIH KULTUR IN VITRO 
 
3.1.1 HUVEC 
 
Trajno celično linijo človeških celic žilnega endotelija, izoliranih iz vene popkovnice (ang. 
human umbilical vein endothelial cell, HUVEC), smo gojili v gojišču za celične kulture 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium-glutaMAX (DMEM), z dodanim fetalnim govejim 
serumom (ang. fetal bovine serum, FBS; 10 %, v/v),  pri nadzorovanih pogojih (37 °C, visoka 
zračna vlažnost, stalni dotok 5 % CO2) in 4 mM L-glutaminom. Celice smo gojili v gojilnih 
posodah T25 in T75 ter jih presadili na vsake 2 do 3 dni (pasaže od 17 do 62) tako, da smo 
jih sprali s fosfatnim pufrom PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline), 2-krat s 5 do 8 
ml, in izpostavili mešanici Tripsin-EDTA (od 0,3 do 1,5 ml, od 5 do 20 min, 37 °C) tako, da 
je bilo dno gojilne posode prekrito in so se celice ustrezno odlepile od podlage. Celicam smo 
dodali 6 ml gojišča in jih centrifugirali (1100 obratov/minuto, 5 min, kar ustreza 200 g; 
Tehtnica Železniki, 332B) in gojišče po centrifugiranju odstranili. Pritrjene celice smo 
resuspendirali v 6 do 10 ml svežega gojišča (odvisno od količine celic). Prešteli smo število 
celic v suspenziji (analiza s hemocitometrom Bürger-Türk) in jih s primerno gostoto (2 x 104 
celic/cm2) presadili v novo gojilno posodo. 
 
3.1.2 THP-1 
 
Trajne celične linije človeških monocitov akutne levkemije (ang. human leukemia monocytic 
cell, THP-1) smo gojili v gojišču za celične kulture Roswell Park Memorial Institute medium 
1640 (RPMI 1640), z dodanim fetalnim govejim serumom (ang. fetal bovine serum, FBS; 
10 %, v/v;  pri nadzorovanih pogojih; 37 °C, visoka zračna vlažnost, stalni dotok 5 % CO2) 
in 2 mM L-glutaminom. Celice smo gojili v gojilnih posodah T75 z minimalno gostoto 1 x 
105 celic/ml in jih presadili (pasaže od 3 do 25), ko so dosegle gostoto 1 x 106 celic/ml 
(analiza s hemocitometrom Bürger-Türk). Gojišče s celicami smo centrifugirali (1100 
obratov/minuto, 5 min, kar ustreza 200 g; Tehtnica Železniki, 332B) in supernatant po 
centrifugiranju odstranili. Celice smo resuspendirali v svežem gojišču (z gostoto celic 1 x 
106 celic/ml) in jih prešteli s hemocitometrom Bürger-Türk. Celicam smo vsake 2 do 3 dni 
zamenjali gojišče po enakem postopku, pri tem smo celice resuspendirali v enakem volumnu 
svežega gojišča (20 ml), brez spremembe koncentracije celic. 
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3.2 NASAJANJE CELIC NA MIKROTITRSKE PLOŠČE 
 
3.2.1 HUVEC in THP-1  
 
Uporabili smo črno ali prozorno mikrotitrsko ploščo in v jamice prenesli 100 µl suspenzije 
celic s koncentracijo 5 x 104 celic/ml ali 7 x 104 celic/ml (za HUVEC) in 5 x 105 celic/ml 
(za THP-1). Pri prvi postavitvi smo suspenzijo celic dodali v vrstice A–H in stolpce 1–8. 
Stolpci 9–12 so predstavljali ozadje, ki ga odštejemo (dodatek 100 µl gojišča). Pri drugi 
postavitvi smo suspenzijo celic dodali v vrstice A–G in stolpce 2–10. Stolpci 1, 11 in 12 so 
predstavljali ozadje, ki ga odštejemo (dodatek 100 µl gojišča). V celotno vrstico H smo 
dodali 100 µl gojišča, brez celic, saj smo želeli zmanjšati robni učinek mikrotitrske plošče 
ali 100 µl suspenzije celic. Inkubacija je potekala pri nadzorovanih pogojih za gojenje 
celičnih kultur (37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), 24 ur. Po nasajanju celic THP-1 
na ploščo smo dodali različne koncentracije naše testirane snovi brez predhodne 24-urne 
inkubacije. 
 
3.3 OPTIMIZACIJA NASAJANJA CELIC HUVEC IN THP-1  
 
3.3.1 HUVEC 
 
Uporabili smo prozorno mikrotitrsko ploščo in v jamice prenesli 100 µl suspenzije celic. 
Pripravili smo 6 različnih koncentracij celic. Suspenzije celic smo dodali v vse jamice 
(stolpci 1–12) ali le v izbrane jamice (2–11) posamezne vrstice mikrotitrske plošče. 
Pripravili smo suspenzije celic s koncentracijo 5 x 104 celic/ml (oz. 5000 celic/jamico), 6 x 
104 celic/ml, 7 x 104 celic/ml, 8 x 104 celic/ml, 9 x 104 celic/ml in 10 x 104 celic/ml. V vse 
preostale jamice mikrotitrske plošče smo dodali 100 µl gojišča za celične kulture v izogib 
vplivu robnih jamic mikrotitrske plošče na rast in viabilnost celic (predstavlja ozadje, ki ga 
odštejemo). Inkubacija celic je potekala pri nadzorovanih pogojih za gojenje celičnih kultur 
(37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), 24 ur.  
 
3.3.2 THP-1 
 
Uporabili smo črno mikrotitrsko ploščo in v jamice prenesli 200 µl suspenzije celic petih 
različnih koncentracij. Vsako pripravljeno suspenzijo celic smo nanesli v  jamice (2–11) 
posamezne vrstice mikrotitrske plošče. Izjema je bila le koncentracija celic 1 x 106 
celic/jamico (5 jamic). Pripravili smo suspenzije celic s koncentracijo 5 x 104 celic/jamico, 
8 x 104 celic/jamico, 1 x 105 celic/jamico, 5 x 105 celic/jamico in 1 x 106 celic/jamico. V 
preostale jamice mikrotitrske plošče smo dodali 200 µl ultra čiste vode (MilliQ, Millipore, 
Billerica, Massachusetts, ZDA), z namenom zmanjšanja morebitnega vpliva robnih jamic 
mikrotitrske plošče na rast in preživetje celic (hkrati je predstavljala ozadje, ki ga 
odštejemo). Inkubacija je potekala pri nadzorovanih pogojih za gojenje celičnih kultur (37 
°C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), 24 ur. 
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3.4 VPLIV BSA NA CELICE HUVEC IN THP-1 
 
Za testiranje vpliva BSA smo celice nasadili na mikrotitrske plošče po enakem postopku, 
opisanem v podpoglavju 3.2.1. Celice HUVEC smo nasadili s koncentracijo 7 x 104 celic/ml 
in celice THP-1 s koncentracijo 5 x 105 celic/ml. Inkubacija je potekala pri nadzorovanih 
pogojih za gojenje celičnih kultur (37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), 24 ur (pri testu 
z resazurinom s celicami HUVEC in celicami THP-1) in 48 ur (pri testu z barvilom nevtral 
rdeče in testu MTT s celicami HUVEC). Čas inkubacije smo podaljšali, zaradi prepočasne 
rasti celic.  
 
3.5 PRIPRAVA SUSPENZIJ NANOMATERIALOV 
 
Suspenzije CB in GO smo natehtali do ustrezne količine in dodali ultra čisto vodo (tako, da 
je ustrezalo končni koncentraciji 1 mg/ml).  
 
Založni suspenziji TiO2 in TiO2 PVP, sta bili pripravljeni v ultra čisti vodi s koncentracijama 
1,7 % w/w  (TiO2) in 2 % w/w (TiO2 PVP). Za namen izpostavitve celičnim linijam smo 
založni suspenziji redčili z ultra čisto vodo do končne koncentracije 1 mg/ml.  
 
Pripravljene suspenzije smo sonicirali na paličnem sonikatorju s titanovo probo (Sonics 
VibraCell,  Newtown, ZDA; 60 min sonikacije, amplituda 39 %, s ciklom 15 s vklop/15 s 
izklop), na ledu. Sonicirane suspenzije NM smo avtoklavirali. 
 
Že pripravljeno avtoklavirano suspenzijo nanodelcev ZnO s koncentracijo 10 mg/ml smo 
pred vsako uporabo sonicirali v ultrazvočni vodni kopeli Sonis (10 min; 250 W, 50 Hz; Sonis 
2GT, Iskra Pio, d. o. o., Slovenija). 
 
3.6 PRIPRAVA RAZTOPINE BSA 
 
Za oblačenje NM smo pripravili sterilno raztopino govejega serumskega albumina (ang. 
bovine serum albumin; BSA). BSA v prahu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija) smo 
raztopili v ultra čisti vodi s koncentracijo 4 mg/mL. Tako pripravljeno raztopino BSA smo 
premešali na mešalu vorteks z namenom pospešenega raztapljanja in ga filtrirali pred 
uporabo (filtri Millipore z 0,22 µm porami). Sterilno raztopino BSA v ultra čisti vodi s 
koncentracijo 4 mg/ml smo hranili v zmrzovalniku. 
 
3.7 TESTIRANJE IZGUBE BSA PO STERILIZACIJI S FILTRACIJO 
 
Pripravljeno raztopino BSA smo testirali na izgubo BSA po sterilizaciji s filtracijo. Testirali 
smo 7 standardov in ultra čisto vodo (v dveh ponovitvah) ter naš vzorec raztopine BSA (v 4 
ponovitvah). V nesterilno prozorno mikrotitrsko ploščo smo v vsako jamico dali 20 µl 
vzorca, standarda (založna koncentracija BSA je bila 200 mg/ml; za testiranje smo uporabili 
koncentracije 0,03125 mg/ml, 0,0625 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml 
in 2 mg/ml) in ultra čiste vode. Ločeno smo zmešali reagent ter substrat A in B v razmerju 
50:1. V jamice smo dodali 200 µl mešanice reagenta in substrata. Pokrito mikrotitrsko ploščo 
smo inkubirali v inkubatorju 30 minut pri nadzorovanih pogojih (37 °C, 5 % CO2, visoka 
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zračna vlažnost). Po inkubaciji smo izmerili absorbanco pri valovni dolžini 550 nm na 
čitalcu mikrotitrskih plošč Dynex. 
 
Povprečje izmerjene absorbance ultra čiste vode pri 550 nm smo odšteli od vseh preostalih 
povprečij standardov in povprečja neznanega vzorca. Pripravili smo standardno umeritveno 
krivuljo iz povprečja izmerjenih absorbanc za standarde. Standardno krivuljo smo uporabili 
za določanje koncentracije proteinov povprečja neznanega vzorca.  
 
3.8 OBLAČENJE NANOMATERIALOV Z BSA 
 
NM, ki smo jih predhodno sonicirali in avtoklavirali, smo obdali z BSA. Pripravili smo 
suspenzije NM s koncentracijo 1 mg/ml in odpipetirali izbrani volumen v mikrocentrifugirko 
ter dodali enak volumen sterilnega BSA, raztopljenega v ultra čisti vodi (s koncentracijo 1,5 
mg/ml oz. 1,5-kratno koncentracijo NM). Po enourni inkubaciji (37 °C) na stresalniku smo 
centrifugirali 4-krat po 15 minut na 21.000 g, da smo odstranili odvečni BSA v vzorcu. Po 
prvem centrifugiranju smo odpipetirali supernatant, ponovno sprali z enako količino sterilne 
ultra čiste vode in dobro resuspendirali NM v peletu. Postopek centrifugiranja in spiranja 
smo ponovili dvakrat. Po tretjem centrifugiranju smo najprej odstranili supernatant, dodali 
enako količino sveže sterilne ultra čiste vode in celotno vsebino prestavili v novo 
mikrocentrifugirko. Po četrtem centrifugiranju smo odstranili supernatant in dodali izbrano 
količino sterilne ultra čiste vode tako, da smo pripravili suspenzijo z izbrano končno 
koncentracijo NM (1 mg/ml), ki smo jo nadalje uporabili za pripravo pri poskusih 
izpostavitve oplaščenih NM celičnim kulturam. Zaradi nezadostnega posedanja lahko 
pričakujemo delno  izgubo med postopki centrifugiranja, zato predvidevamo, da je bila 
končna koncentracija manjša od 1 mg/mL (koncentracije nismo empirično določili). 
Suspenzije NM, oplaščene z BSA, smo do uporabe hranili v hladilniku (do dva tedna). 
 
3.9 IZPOSTAVITEV CELIC SUSPENZIJAM NANOMATERIALOV, OPTIMIZACIJI 
NASAJANJA IN VPLIV BSA  
 
3.9.1 HUVEC in THP-1 
 
Po 24-urni inkubaciji rast celic HUVEC ni bila konfluentna (rast se nadaljuje tudi po 
dodajanju NM). Uporabili smo pripravljene suspenzije CB, CB z BSA, GO, GO z BSA, 
TiO2, TiO2 z BSA, TiO2 PVP in TiO2 PVP z BSA (založna koncentracija pred uporabo je 
bila 1 mg/ml). Pred izpostavitvijo smo pripravili sveže sterilne suspenzije NM v gojišču za 
celične kulture (3-kratna vrednost končne koncentracije). V jamice mikrotitrske plošče smo 
dodali 50 µl testne snovi. Vzorcem negativne kontrole smo dodali 50 µl gojišča, vzorcem 
pozitivne smo dodali 50 µl H2O2 (končna koncentracija je bila 3-krat manjša od pripravljene 
H2O2; H2O2 smo pripravili iz založne raztopine 100 mM H2O2, sterilizirane s filtracijo prek 
membranskih filtrov MilliPore). Testirali smo različne koncentracije suspenzij NM in NM z 
BSA (100 µg/ml, 50 µg/ml, 10 µg/ml, 5 µg/ml in 1 µg/ml). Sledila je 24-urna inkubacija pri 
nadzorovanih pogojih za gojenje celičnih kultur (37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost). 
 
Postopek izpostavitve celic THP-1 je enak postopku za celice HUVEC, vendar med 
nasajanjem celic in tretiranjem ni bilo 24-urne inkubacije. Pripravljene suspenzije NM smo 
dodali takoj po nasaditvi celic po enakem postopku in pripravljene celice z dodanimi NM 
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inkubirali 24 ur pri nadzorovanih pogojih za gojenje celičnih kultur (37 °C, 5 % CO2, visoka 
zračna vlažnost). 
 
3.9.2 Optimizacija nasajanja celic HUVEC in THP-1 
 
Po 24-urni inkubaciji, ki je potekala pri nadzorovanih pogojih za gojenje celičnih kultur (37 
°C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), smo v jamice k celicam HUVEC dodali po 50 µl 
gojišča za celične kulture. Sledila je inkubacija pri nadzorovanih pogojih za gojenje celičnih 
kultur (37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), 24 ur. 
 
Pri celicah THP-1 smo z nasaditvijo v jamice hkrati opravili tudi izpostavitev, oziroma 
vzporedno dodajanje pripravljene suspenzije testirane snovi (NM). Sledila je 24-urna 
inkubacija pri nadzorovanih pogojih za gojenje celičnih kultur (37 °C, 5 % CO2, visoka 
zračna vlažnost). 
 
3.9.3 Vpliv BSA na HUVEC in THP-1  
 
Po 48- ali 24-urni inkubaciji, ki je potekala pri nadzorovanih pogojih za gojenje celičnih 
kultur (37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost), smo v jamice k celicam HUVEC dodali 
raztopino BSA z začetno koncentracijo 4 mg/ml. Po sterilizaciji s filtracijo prek 
membranskih filtrov MilliPore je bila koncentracija BSA 2,35 mg/ml. Pred izpostavitvijo 
smo pripravili sveže redčitve iz sterilne raztopine BSA (s koncentracijo 2,35 mg/ml) v 
gojišču za celične kulture (3-kratna vrednost končne koncentracije). V jamice mikrotitrske 
plošče smo dodali 50 µl testne snovi. Vzorcem negativne kontrole (NK) smo dodali 50 µl 
gojišča, vzorcem pozitivne kontrole (PK) smo dodali 50 µl H2O2 (končna koncentracija je 
bila 3-krat manjša od pripravljene H2O2; H2O2 smo pripravili iz založne raztopine s filtracijo 
prek membranskih filtrov MilliPore). Testirali smo različne koncentracije raztopine BSA 
(končne koncentracije: 0,01 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml in 0,5 mg/ml, 0,65 
mg/ml ter 0,75 mg/ml) in sterilno ultra čisto vodo, ki smo jo sterilizirali s filtracijo prek 
membranskih filtrov MilliPore. 
 
Postopek izpostavitve celic THP-1 je enak postopku za celice HUVEC, vendar med 
nasajanjem celic in dodajanjem testnih snovi ni bilo 24-urne inkubacije. Testirali smo več 
različnih koncentracij raztopine BSA (0,01 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml in 
0,5 mg/ml) in celice inkubirali 24 ur pri nadzorovanih pogojih za gojenje celičnih kultur (37 
°C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost). 
 
3.10 TEST MTT 
 
Za testiranje citotoksičnosti nanodelcev po 24-urni izpostavitvi smo uporabili test MTT. 
MTT ali (1-(4-5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolijev bromid) je vodotopna tetrazolijeva 
sol, ki se pretvori v netopen vijoličen formazan v mitohondrijih s sukcinatno dehidrogenazo. 
Formazan je neprepusten za celične membrane in se zato kopiči v zdravih celicah (Fotakis 
in Timbrell, 2006).  
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3.10.1 Priprava vzorcev in spektrofotometrično merjenje 
 
Po 24-urni inkubaciji (37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost) smo dodali 15 µl reagenta 
MTT (5 mg/ml v PBS, steriliziran s filtracijo; končna koncentracija v jamicah: 0,46 mg/ml). 
Celice smo ob prisotnosti MTT inkubirali 3 ure (37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost). 
Supernatant smo previdno odstranili, ne da bi premaknili nastale nevodotopne kristale 
formazana. Te smo raztopili v 100 µl organskega topila (čisti DMSO) in jih 10 minut 
inkubirali ter jih izmerili spektrofotometrično (merjenje absorbance (A) pri 570 nm in 630 
nm). 
 
3.11 TEST PRIVZEMA BARVILA NEVTRAL RDEČE 
 
Za testiranje citotoksičnosti NM po 24-urni izpostavitvi smo uporabili barvilo nevtral rdeče. 
Barvilo pri fiziološkem pH s pasivnim transportom prehaja celično in lizosomalno 
membrano. Pri zdravi celici se zaradi kislega pH v lizosomih barvilo po vstopu pozitivno 
nabije in ne izstopi iz lizosoma. Z raztopino kislega etanola barvilo ekstrahiramo in 
spektrofotometrično in fluorometrično kvantificiramo (Repetto in sod., 2008). 
 
3.11.1 Priprava vzorcev in spektrofotometrično merjenje 
 
Po 24-urni inkubaciji (37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost) smo v gojišče dodali 16 µl 
barvila nevtral rdeče (založna raztopina: 4 mg/ml v PBS, vorteksirana, sonicirana 10 minut 
in sterilizirana s filtracijo; pred uporabo smo si pripravili delovno raztopino 0,4 mg/ml v 
PBS; končna koncentracija v jamicah: 0,036 mg/ml). Celice smo ob prisotnosti barvila 
nevtral rdeče inkubirali 2 uri (37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost). Supernatant smo 
previdno odstranili in v vse jamice dodali 100 µl topila za barvilo nevtral rdeče (50 % EtOH 
(96 %), 49 % dH2O, 1 % ledocetna kislina), ki je ekstrahiralo barvilo. Po 10-minutni 
inkubaciji smo spektrofotometrično izmerili  absorbanco (A) pri 550 nm in fluorescenco (ex. 
530 nm in em. 645 nm) v prozorni mikrotitrski plošči. 
 
3.12 TEST Z RESAZURINOM 
 
Za testiranje citotoksičnosti NM po 24-urni izpostavitvi smo uporabili resazurin. Žive celice 
z aktivnim metabolizmom reducirajo resazurin v roza obarvan in fluorescenten resorufin.  
Ireverzibilna reakcija resazurina v resorufin je sorazmerna aerobnemu dihanju (O’Brien in 
sod., 2000). 
 
3.12.1 Priprava vzorcev in spektrofotometrično merjenje 
 
Po 24-urni inkubaciji (37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost) smo v gojišče dodali 30 µl 
(izjemoma smo pri poskusu (slika 25) dodali 40 µl) resazurina (založna raztopina: 0,15 
mg/ml v PBS, steriliziran s filtracijo; končna koncentracija v jamicah: 0,025 mg/ml). Celice 
smo ob prisotnosti resazurina inkubirali 3 ure (37 °C, 5 % CO2, visoka zračna vlažnost). 
Viabilnost celic (izmerjeno v črni mikrotitrski plošči) smo izrazili glede na izmerjene 
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vrednosti fluorescence (z uporabo ekscitacijskega filtra 560 nm in emisijskega filtra 590 nm) 
nastalega produkta resorufina v posameznih jamicah.  
 
3.13 STATISTIČNA ANALIZA PODATKOV 
 
3.13.1 Test MTT 
 
Izmerjena količina nastalih formazanskih kristalov pri valovni dolžini 570 nm z referenčnim 
filtrom 630 nm je pokazatelj števila živih celic. Vsaki dobljeni vrednosti, izmerjeni pri (A) 
570 nm, smo odšteli ozadje, izmerjeno pri (A) 630 nm. Meritve pri (A) 630 nm služijo 
popravi nespecifičnih vrednosti ozadja (uporaba različnih mikrotitrskih plošč, prstnih 
odtisov itd.) Izračunali smo povprečno vrednost izmerjene absorbance brez celic (ozadje) in 
to povprečno vrednost odšteli od izmerjenih vrednosti absorbanc jamic s  celicami. Vrednosti 
absorbanc celic smo delili s povprečjem negativne kontrole absorbance celic z odštetim 
povprečjem absorbance brez celic. Rezultati so predstavljeni z grafom in vrednostjo 
statističnega t-testa (Excel, Microsoft Office 2013). 
 
3.13.2 Test privzema barvila nevtral rdeče 
 
Izmerili smo količino barvila nevtral rdeče, ki se ujame v zdravih celicah, pri valovni dolžini 
(A) pri 550 nm in za fluorescenco (530 nm z referenčnim filtrom 645 nm). Izračunali smo 
povprečno vrednost izmerjene absorbance ali fluorescence brez celic (ozadje) in to odšteli 
od izmerjenih vrednosti absorbanc ali fluorescenc celic. Viabilnost celic smo izrazili 
normirano na kontrolno skupino, tako da smo vrednosti absorbanc ali fluorescenc celic delili 
s povprečjem negativne kontrole absorbance ali fluorescence celic z odštetim povprečjem 
absorbance ali fluorescence brez celic. Rezultati so predstavljeni z grafom in vrednostjo 
statističnega t-testa (Excel, Microsoft Office 2013). 
 
3.13.3 Test z resazurinom 
 
Izmerjena količina nastalega resorufina pri valovni dolžini 560 nm z referenčnim filtrom 590 
nm je pokazatelj števila živih celic. Izračunali smo povprečno vrednost izmerjene 
fluorescence brez celic in to odšteli od izmerjenih vrednosti fluorescenc celic. Viabilnost 
celic smo izrazili normirano na kontrolno skupino, tako da smo vrednosti fluorescenc celic 
delili s povprečjem negativne kontrole fluorescence celic z odštetim povprečjem 
fluorescence brez celic. Rezultati so predstavljeni z grafom in vrednostjo statističnega t-testa 
(Excel, Microsoft Office 2013). 
 
3.14 TESTIRANJE PRISOTNOSTI MIKOPLAZME Z MycoAlert mycoplasma detection 
kit 
 
Za testiranje prisotnosti mikoplazme smo uporabili MycoAlert mycoplasma detection kit. 
Mikoplazme so majhni in preprosti prokarionti, ki pogosto okužijo celične kulture. 
MycoAlert kit omogoča hitro določanje mikoplazme v celičnih kulturah. MycoAlert temelji 
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na aktivnosti določenih mikoplazemskih encimov. Žive mikoplazme lizirajo in reagirajo s 
substratom MycoAlert, ki katalizira pretvorbo ADP v ATP. Z meritvijo nivoja ATP pred in 
po dodajanju MycoAlert substata dobimo razmerje, ki nam potrdi ali ovrže prisotnost 
mikoplazme (MycoAlert™ …, 2011). 
 
3.14.1 Gojenje celičnih kultur in vitro in odvzem gojišča  
 
Z MycoAlert smo testirali trajne celične linije človeškega vaskularnega endotelija, izolirane 
iz vene popkovnice (HUVEC) in trajne celične linije človeških monocitov akutne levkemije 
(THP-1). Vse trajne celične linije smo gojili po opisanih postopkih. 
 
Celice smo izpostavili gojišču vsaj 48 ur (op.: po priporočilih proizvajalcev kita MycoAlert  
morajo biti celice pred izvedbo testa za prisotnost mikoplazme izpostavljene gojišču vsaj 24 
ur pod nadzorovanimi pogoji za gojenje celičnih kultur; 37 °C, visoka zračna vlažnost, stalni 
dotok 5 % CO2). Supernatant gojišča, ki smo ga uporabili kot vzorec za testiranje, smo pri 
pritrjenih celicah (HUVEC) odvzeli pred tripsinizacijo iz posode za gojenje. Pri celicah, ki 
rastejo v suspenziji (THP-1), smo celični supernatant odvzeli med tem, ko so celice rasle v 
pasaži. Supernatant smo testirali še isti dan (shranili smo ga na sobni temperaturi ali v 
hladilniku, 4 °C). 
 
3.14.2 Priprava vzorcev, potek testa, izvedenega s kitom MycoAlert mycoplasma 
detection kit, in spektrofotometrično merjenje 
 
Pripravljen reagent in substrat v pufru MycoAlert smo odmrznili in inkubirali na sobni 
temperaturi vsaj 20 minut (s tem smo omogočili popolno rehidracijo). V mikrocentrifugirke 
smo prenesli 1 ml gojišča posameznega celičnega tipa in ga centrifugirali (1400 
obratov/minuto, 5 min, kar ustreza 200 g; Tehtnica Železniki, 332B), da smo odstranili 
celice, ki so ostale prisotne v vzorcu (celice povečajo vrednosti pri meritvah ozadja in 
zmanjšajo občutljivost testa). V jamice bele mikrotitrske plošče smo prenesli 100 µl 
supernatanta posameznega gojišča.  Vzorcem negativne kontrole nismo dodali 100 µl 
supernatanta gojišča, temveč smo pričeli šele z dodajanjem 100 µl MycoAlert reagenta. 100 
µl reagenta smo dodali tudi vsem vzorcem in ploščo inkubirali (5 minut, sobna temperatura) 
ter izmerili vrednost luminescence (meritev A). Sledilo je dodajanje 100 µl (10-minutna 
inkubacija, sobna temperatura) MycoAlert substrata in  meritev B, z uporabo mikročitalca 
BioTek (Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader, BioTek® Instruments, Inc., Vermont, 
ZDA). Rezultat smo izrazili v obliki razmerja med vrednostjo luminescence meritve B in A. 
 
3.14.3 Obdelava podatkov 
 
Razmerje luminiscence meritev B in A določa, ali je celična kultura okužena z mikoplazmo. 
Merili smo celokupno luminiscenco. Vrednost razmerja meritve B proti A, manjša od 0,9, 
kaže na odsotnost mikoplazme v vzorcu, rezultate med 0,9 in 1,2 označujemo kot mejno 
vrednost (test je treba ponoviti po 24 urah). Vrednost razmerja nad 1,2 vrednotimo kot 
pozitivno za prisotnost mikoplazme.  
 
Izračunano razmerje = meritev B / meritev A        … (1) 
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Rezultati so predstavljeni v preglednici (Excel, Microsoft Office 2013). Izračunane vrednosti 
razmerja, ki so večje od 0,9, bi pomenile pozitivnen rezultat, oziroma prisotnost 
mikoplazem.  
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4 REZULTATI  
 
4.1 CITOTOKSIČNOST NANOMATERIALOV CB 
 
4.1.1 Rezultati, pridobljeni s testom MTT 
 
Rezultati testa MTT (slika 1) so pokazali, da je CB pri uporabi 7000 celic na jamico po 24-
urni izpostavitvi zmanjšal viabilnost oziroma delovanje sukcinatnih dehidrogenaz v 
mitohondrijih celic HUVEC (gojenih in izmerjenih na prozornih mikrotitrskih ploščah) pri 
obeh poskusih. Z večanjem koncentracije CB viabilnost celic pada. Pri najvišji koncentraciji 
(100 µg/ml) je bilo zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC (izraženo glede na negativno 
kontrolo), pri poskusu 1 do malo nad 80 % in pri poskusu 2 okoli 70 %. Podobno zmanjšanje 
je povzročila že koncentracija 50 µg/ml. Rezultati testa MTT kažejo statistično značilno 
razliko (*p < 0,05) pri obeh poskusih 1, 10, 50, 100 µg/ml CB, pozitivni kontroli in 100 
µg/ml ZnO. Rezultati obeh poskusov so bili ponovljivi. 
 
Test MTT (slika 2) smo uporabili tudi za testiranje vpliva CB in CB z BSA pri uporabi 5000 
celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi. Zmanjšanja viabilnosti celic HUVEC (gojenih in 
izmerjenih na prozornih mikrotitrskih ploščah), z večanjem koncentracije CB in CB z BSA, 
pri obeh poskusih nismo opazili. Pri rezultatih testa MTT pri vseh testiranih koncentracijah 
CB in CB z BSA nismo zaznali statistično značilnih razlik (*p < 0,05). Izjema je bila 
pozitivna kontrola. Opazne so bile tudi višje vrednosti SD. 
 
 
Slika 1: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih CB, izražena na osnovi testa MTT, 
normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = negativna kontrola 
(dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). ZnO služi kot dodatna PK. 
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Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini 
(poskus 1: n = 9, poskus 2: n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 7000 celic na jamico. Celice so 
bile pri obeh poskusih gojene in izmerjene na prozornih mikrotitrskih ploščah. 
 
 
Slika 2: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih CB in CB, oplaščenem z BSA, izražena na 
osnovi testa MTT, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = 
negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). Rezultati so 
prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (poskus CB: n 
= 4, poskus CB z BSA: n = 4, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 5000 celic na jamico. Celice so bile 
pri obeh poskusih gojene in izmerjene na prozornih mikrotitrskih ploščah. 
 
4.1.2 Rezultati, pridobljeni s testom privzema barvila nevtral rdeče 
 
Rezultati testa privzema barvila nevtral rdeče (slika 3) so pokazali, da je CB, pri uporabi 
7000 celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma ohranjanje pH 
gradientov s produkcijo ATP-ja celic HUVEC pri obeh poskusih. Celice so bile pri vseh 
poskusih gojene na prozorni mikrotitrski plošči (poskus 1: izmerili smo absorbanco in 
fluorescenco na prozorni mikrotitrski plošči, po prenosu na črno mikrotitrsko ploščo smo 
izmerili fluorescenco). Meritve fluorescence ali absorbance na prozorni ali črni mikrotitrski 
plošči so primerljive (izjema je merjena absorbanca ZnO na prozorni plošči). Pri poskusu 2 
smo fluorescenco merili na prozorni mikrotitrski plošči. 
 
Z večanjem koncentracije CB viabilnost celic pada. Pri najvišji koncentraciji (100 µg/ml) je 
bilo zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC (izraženo glede na negativno kontrolo), pri 
poskusu 1 in 2 okoli 50 %. Zmanjšano viabilnost je povzročila že koncentracija 50 µg/ml, 
in sicer pri poskusu 1 okoli 70 % in 75 % pri poskusu 2. Rezultati testa privzema barvila 
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nevtral rdeče kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri obeh poskusih 50 in 100 
µg/ml CB, pozitivni kontroli in 100 µg/ml ZnO. Rezultati obeh poskusov so bili ponovljivi.  
 
Slika 3: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih CB, izražena na osnovi testa z barvilom 
nevtral rdeče, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = 
negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). ZnO služi 
kot dodatna PK. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri 
vsaki skupini (poskus 1: n = 9, poskus 2: n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 7000 celic na 
jamico. Celice so bile pri vseh poskusih gojene na prozorni mikrotitrski plošči. Pri poskusu 1 smo 
izmerili absorbanco in fluorescenco na prozorni mikrotitrski plošči in po prenosu na črno 
mikrotitrsko ploščo še enkrat fluorescenco. Pri poskusu 2 smo na prozorni mikrotitrski plošči izmerili 
fluorescenco. 
 
4.1.3 Rezultati, pridobljeni z resazurinskim testom  
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 4) so pokazali, da je CB, pri uporabi 7000 celic na 
jamico, po 24-urni izpostavitvi zmanjšal viabilnost oziroma delovanje več različnih redoks 
encimov celic HUVEC pri poskusu. Celice so bile gojene na prozorni mikrotitrski plošči. Po 
prenosu na črno mikrotitrsko ploščo smo izmerili fluorescenco. 
 
Pri najvišji koncentraciji (100 µg/ml) je bilo zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC (izraženo 
glede na negativno kontrolo), pri poskusu do malo nad 80 %. Pri koncentracijah 5, 10 in 50 
µg/ml je izmerjena fluorescenca presegla negativno kontrolo do največ 110 % pri 10 µg/ml. 
Rezultati testa z resazurinom kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri testiranih 
koncentracijah 5, 10, 50 in 100 µg/ml CB, pozitivni kontroli in 100 µg/ml ZnO. 
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Slika 4: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih CB, izražena na osnovi testa z resazurinom, 
normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = negativna kontrola 
(dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). ZnO služi kot dodatna PK. 
Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (n 
= 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 7000 celic na jamico. Celice so bile pri poskusu gojene na 
prozorni mikrotitrski plošči. Meritev je bila opravljena po prenosu na črno mikrotitrsko ploščo. 
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 5) so pokazali, da je CB in CB oplaščen z BSA (ali CB 
z BSA), pri uporabi 5000 celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi zmanjšal viabilnost 
oziroma delovanje več različnih redoks encimov celic HUVEC pri obeh poskusih. Celice so 
bile gojene na prozorni mikrotitrski plošči. Po prenosu na črno mikrotitrsko ploščo smo 
izmerili fluorescenco. 
 
Z večanjem koncentracije CB in CB z BSA viabilnost celic pada. Pri najvišji koncentraciji 
(100 µg/ml) je bilo zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC (izraženo glede na negativno 
kontrolo), pri poskusu s CB do malo nad 60 % in pri poskusu CB z BSA malo nad 70 %. 
Podobno zmanjšanje je povzročila že koncentracija 50 µg/ml (pri poskusu s CB na okoli 75 
%, pri CB z BSA je bila viabilnost okoli 100 %). Rezultati testa z resazurinom kažejo 
statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri obeh poskusih 100 µg/ml CB in CB z BSA in 
pozitivni kontroli. Predhodno inkubiran CB z BSA je imel manjši učinek kot CB. 
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Slika 5: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih CB in CB, oplaščenem z BSA, izražena na 
osnovi testa z resazurinom, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). 
Opombe: NK = negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM 
H2O2). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki 
skupini (poskus CB: n = 4, poskus CB z BSA: n = 4, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 5000 celic 
na jamico. Celice so bile pri obeh poskusih gojene in izmerjene na črnih mikrotitrskih ploščah. 
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 6) so pokazali, da je CB, po 24-urni izpostavitvi zmanjšal 
viabilnost oziroma delovanje več različnih redoks encimov celic THP-1 pri obeh poskusih. 
Celice so bile gojene na prozorni mikrotitrski plošči. Po prenosu na črno mikrotitrsko ploščo 
smo izmerili fluorescenco. 
 
Pri najvišji koncentraciji (100 µg/ml) je bilo zmanjšanje viabilnosti celic THP-1 (izraženo 
glede na negativno kontrolo), pri poskusu 1 okoli 80 % in pri poskusu 2 malo pod 70 %. 
Pozitivni kontroli in 100 µg/ml ZnO niso znižale viabilnosti celic po pričakovanjih. Rezultati 
testa z resazurinom kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri obeh poskusih 100 
µg/ml CB in pozitivni kontroli (le poskus 1). Rezultati obeh poskusov so bili ponovljivi. 
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Slika 6: Viabilnost celic THP-1, 24 ur izpostavljenih CB, izražena na osnovi testa z resazurinom, 
normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = negativna kontrola 
(dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek dodatek 6 mM H2O2 pri poskusu 1 in 1 mM 
H2O2 pri poskusu 2). ZnO služi kot dodatna PK. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, 
dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (poskus 1: n = 9, poskus 2: n = 9, x̄ ± SD, *p < 
0,05). Celice so bile pri obeh poskusih gojene na prozorni mikrotitrski plošči in izmerjene na črnih 
mikrotitrskih ploščah. 
 
4.2 CITOTOKSIČNOST NANOMATERIALOV GO 
 
4.2.1 Rezultati, pridobljeni s testom MTT 
 
Rezultati testa MTT (slika 7) so pokazali, da je GO, pri uporabi 7000 celic na jamico, po 24-
urni izpostavitvi zmanjšal viabilnost oziroma delovanje sukcinatnih dehidrogenaz v 
mitohondrijih celic HUVEC (gojenih in izmerjenih absorbanc na prozornih mikrotitrskih 
ploščah) pri obeh poskusih. Pri najvišji koncentraciji (100 µg/ml) je bilo zmanjšanje 
viabilnosti celic HUVEC (izraženo glede na negativno kontrolo), pri poskusu 1 do malo nad 
60 % in pri poskusu 2 malo pod 60 %. Zmanjšanje so povzročile že koncentracije 1, 5, 10 in 
50 µg/ml. Rezultati testa MTT kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri obeh 
poskusih vseh testiranih koncentracij GO, pozitivni kontroli in 100 µg/ml ZnO. Rezultati 
obeh poskusov so bili ponovljivi. 
 
Test MTT (slika 8) smo uporabili tudi za testiranje vpliva GO in GO oplaščenega z BSA, pri 
uporabi 5000 celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi. Pri obeh poskusih smo opazili 
zmanjšanje viabilnost celic HUVEC (gojenih in izmerjenih absorbanc na prozornih 
mikrotitrskih ploščah) z večanjem koncentracije GO in GO z BSA. Pri najvišji koncentraciji 
(100 µg/ml) je bilo zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC (izraženo glede na negativno 
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kontrolo), pri GO 60 % in pri GO z BSA malo pod 80 %. Zmanjšanje so povzročile že 
koncentracije 1, 5, 10 in 50 µg/ml pri GO in GO z BSA. Zmanjšanje pri 1 µg/ml GO je bilo 
na 70 % in pri GO z BSA na 85 % (izraženo glede na negativno kontrolo). Rezultati testa 
MTT kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri vseh testiranih koncentracijah GO in 
GO z BSA ter pozitivni kontroli. Predhodno inkubiran GO z BSA je imel manjši učinek kot 
GO. 
 
Slika 7: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih GO, izražena na osnovi testa MTT, 
normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = negativna kontrola 
(dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 1 mM H2O2). ZnO služi kot dodatna PK. 
Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini 
(poskus 1: n = 9, poskus 2: n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 7000 celic na jamico. Celice so 
bile pri obeh poskusih gojene in izmerjene na prozornih mikrotitrskih ploščah. 
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Slika 8: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih GO in GO, oplaščenem z BSA, izražena na 
osnovi testa MTT, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = 
negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). Rezultati so 
prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (poskus GO: n 
= 4, poskus GO z BSA: n = 4, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 5000 celic na jamico. Celice so bile 
pri obeh poskusih gojene in izmerjene na prozornih mikrotitrskih ploščah. 
 
4.2.2 Rezultati, pridobljeni s testom privzema barvila nevtral rdeče 
 
Rezultati testa privzema barvila nevtral rdeče (slika 9) so pokazali, da je GO, pri uporabi 
7000 celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma ohranjanje pH 
gradientov s produkcijo ATP-ja celic HUVEC pri obeh poskusih. Celice so bile pri vseh 
poskusih gojene na prozorni mikrotitrski plošči (poskus 1: izmerili smo absorbanco in 
fluorescenco na prozorni mikrotitrski plošči, po prenosu na črno mikrotitrsko ploščo smo 
izmerili fluorescenco). Pri poskusu 2 smo fluorescenco merili na prozorni mikrotitrski 
plošči. Meritve fluorescence ali absorbance na prozorni ali črni mikrotitrski plošči so bile 
primerljive. 
 
Z večanjem koncentracije GO viabilnost celic pada. Pri najvišji koncentraciji (100 µg/ml) je 
bilo zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC (izraženo glede na negativno kontrolo), pri 
poskusu 1 in 2 okoli 50 %. Zmanjšano viabilnost je povzročila že koncentracija 50 µg/ml, 
pri poskusu 1 okoli 70 %. Pri poskusu 2 smo dobili slabšo ponovljivost rezultatov in 
vrednosti, ki so presegale negativno kontrolo (upadanje viabilnosti je bilo očitno šele pri 100 
µg/ml). Rezultati testa privzema barvila nevtral rdeče kažejo statistično značilno razliko (*p 
< 0,05) pri testiranih koncentracijah GO (poskus 1: 5, 50 in 100 µg/ml; poskus 2: 5, 10, 100 
µg/ml), pozitivni kontroli in 100 µg/ml ZnO. Rezultati obeh poskusov niso bili ponovljivi. 
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Slika 9: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih GO, izražena na osnovi testa z barvilom 
nevtral rdeče, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = 
negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). ZnO služi 
kot dodatna PK. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri 
vsaki skupini (poskus 1: n = 9, poskus 2: n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 7000 celic na 
jamico. Celice so bile pri vseh poskusih gojene na prozorni mikrotitrski plošči. Pri poskusu 1 smo 
izmerili absorbanco in fluorescenco na prozorni mikrotitrski plošči in po prenosu na črno 
mikrotitrsko ploščo še enkrat fluorescenco. Pri poskusu 2 smo na prozorni mikrotitrski plošči izmerili 
fluorescenco. 
 
4.2.3 Rezultati, pridobljeni z resazurinskim testom  
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 10) so pokazali, da je GO, pri uporabi 7000 celic na 
jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma delovanje več različnih redoks 
encimov celic HUVEC pri poskusu. Celice so bile pri poskusu 1 gojene na prozorni 
mikrotitrski plošči in izmerjene na črni mikrotitrski plošči. Pri poskusu 2 so bile celice 
gojene in izmerjene na črni mikrotitrski plošči. 
 
Pri poskusu 1 so koncentracije 1, 5, 10 in 50 µg/ml povečale viabilnost celic HUVEC 
(izraženo glede na negativno kontrolo), hkrati sta pozitivni kontroli in 100 µg/ml ZnO 
zmanjšali viabilnost celic HUVEC. Rezultati testa z resazurinom (poskus 1) kažejo 
statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri testiranih koncentracijah 1, 5, 10, 50, 100 µg/ml 
GO, pozitivni kontroli in 100 µg/ml ZnO. Pri poskusu 2 smo celice gojili na črni plošči, kar 
je opazno vplivalo na višje vrednosti SD, zaradi katerih zmanjšanja viabilnosti celic HUVEC 
(izraženo glede na negativno kontrolo) ne moremo potrditi. Pri rezultatih testa z resazurinom 
(poskus 2) ni statistično značilnih razlik (*p < 0,05). Rezultati obeh poskusov niso bili 
ponovljivi. 
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Slika 10: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih GO, izražena na osnovi z resazurinom, 
normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = negativna kontrola 
(dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 1 mM H2O2). ZnO služi kot dodatna PK. 
Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (n 
= 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 7000 celic na jamico. Celice so bile pri poskusu 1 gojene na 
prozorni mikrotitrski plošči in izmerjene na črni mikrotitrski plošči. Pri poskusu 2 so bile celice 
gojene in izmerjene na črni mikrotitrski plošči. 
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 11) so pokazali, da je GO in GO oplaščen z BSA, pri 
uporabi 5000 celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma delovanje 
več različnih redoks encimov celic HUVEC pri obeh poskusih. Celice so bile pri obeh 
poskusih gojene in izmerjene na črni mikrotitrski plošči. 
 
Podobno kot pri poskusu 1 (slika 10) so koncentracije 5, 10 in 50 µg/ml povečale viabilnost 
celic HUVEC (izraženo glede na negativno kontrolo). Rezultati testa z resazurinom kažejo 
statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri testiranih koncentracijah 5, 10 in 50 µg/ml GO 
ter pozitivni kontroli. Pri poskusu GO z BSA sta koncentraciji 50 in 100 µg/ml povečali 
viabilnost. Obe koncentraciji in pozitivna kontrola kažejo statistično značilno razliko (*p < 
0,05). Rezultati so imeli višje vrednosti SD. 
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Slika 11: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih GO in GO, oplaščenem z BSA, izražena na 
osnovi testa z resazurinom, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). 
Opombe: NK = negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM 
H2O2). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki 
skupini (poskus GO: n = 4, poskus GO z BSA: n = 4, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 5000 celic 
na jamico. Celice so bile pri obeh poskusih gojene in izmerjene na črnih mikrotitrskih ploščah. 
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 12) so pokazali, da je GO po 24-urni izpostavitvi vplival 
na viabilnost oziroma delovanje več različnih redoks encimov celic THP-1 pri obeh 
poskusih. Celice so bile pri obeh poskusih gojene na prozorni mikrotitrski plošči. Meritev je 
bila pri poskusu 1 opravljena na črni mikrotitrski plošči. Pri poskusu 2 so bile celice 
izmerjene na prozorni mikrotitrski plošči. 
 
Koncentracije 5, 10, 50 in 100 µg/ml GO pri obeh poskusih so povečale viabilnost celic 
THP-1 (izraženo glede na negativno kontrolo). Pozitivna kontrola in 100 µg/ml ZnO nista 
znižali viabilnosti celic (izjema pozitivna kontrola poskusa 1). Rezultati testa z resazurinom 
kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri obeh poskusih 5, 10, 50 in 100 µg/ml GO 
ter pozitivni kontroli. Rezultati obeh poskusov so bili ponovljivi. Pozitivna kontrola in 100 
µg/ml ZnO nista znižali viabilnosti celic THP-1 kot pri celicah HUVEC (slika 10). 
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Slika 12: Viabilnost celic THP-1, 24 ur izpostavljenih GO, izražena na osnovi testa z resazurinom, 
normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = negativna kontrola 
(dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 6 mM H2O2 pri poskusu 1 in 0,5 mM H2O2 pri 
poskusu 2). ZnO služi kot dodatna PK. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz 
vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (poskus 1: n = 9, poskus 2: n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Celice 
so bile pri poskusu 1 gojene na prozorni mikrotitrski plošči in izmerjene na črni mikrotitrski plošči. 
Pri poskusu 2 so bile celice gojene in izmerjene na prozorni mikrotitrski plošči. 
 
4.3 CITOTOKSIČNOST NANOMATERIALOV TiO2 
 
4.3.1 Rezultati, pridobljeni s testom MTT 
 
Rezultati testa MTT (slika 13) so pokazali, da je TiO2 in TiO2 oplaščen z BSA, pri uporabi 
5000 celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma delovanje 
sukcinatnih dehidrogenaz v mitohondrijih celic HUVEC. Pri obeh poskusih smo opazili 
zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC (gojenih in izmerjenih absorbanc na prozornih 
mikrotitrskih ploščah) z večanjem koncentracije TiO2 in TiO2 z BSA. Pri najvišji 
koncentraciji (100 µg/ml) je bilo zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC (izraženo glede na 
negativno kontrolo), pri TiO2 nad 70 % in pri TiO2 z BSA okoli 60 %. Zmanjšanje so 
povzročile že koncentracije 5 (na 80 %), 10 in 50 µg/ml pri TiO2 in TiO2 z BSA. Pri rezultatih 
testa MTT je bila pri vseh testiranih koncentracijah TiO2 in TiO2 z BSA razlika statistično 
značilna (*p < 0,05). Predhodno inkubiran TiO2 z BSA v primerjavi s TiO2 ni zmanjšal 
učinka. 
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Slika 13: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih TiO2 in TiO2, oplaščenem z BSA, izražena 
na osnovi testa MTT, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK 
= negativna kontrola (dodatek gojišča). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz 
vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (poskus TiO2: n = 4, NK: n = 8; poskus TiO2 z BSA: n = 4, 
NK: n = 8, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 5000 celic na jamico. Celice so bile pri obeh poskusih 
gojene in izmerjene na prozornih mikrotitrskih ploščah. 
 
4.3.2 Rezultati, pridobljeni s testom privzema barvila nevtral rdeče 
 
Rezultati testa privzema barvila nevtral rdeče (slika 14) so pokazali, da je TiO2, pri uporabi 
7000 celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma ohranjanje pH 
gradientov s produkcijo ATP-ja celic HUVEC pri obeh poskusih. Celice so bile pri vseh 
poskusih gojene in izmerjene na prozorni mikrotitrski plošči. Vsak poskus je imel izmerjeno 
absorbanco in fluorescenco. 
 
Z večanjem koncentracije TiO2 viabilnost celic narašča. Največja viabilnost celic HUVEC 
je bila 130 % in izmerjena pri koncentraciji 50 µg/ml (izraženo glede na negativno kontrolo). 
Trend naraščanja viabilnosti smo opazili pri obeh poskusih tudi pri koncentracijah 5, 10, 100 
µg/ml. Rezultati testa privzema barvila nevtral rdeče kažejo statistično značilno razliko (*p 
< 0,05) pri obeh poskusih 5, 10, 50 in 100 µg/ml TiO2 ter pozitivni kontroli. Rezultati obeh 
poskusov so bili ponovljivi. Primerljive so bile tudi meritve absorbance in fluorescence pri 
vsakem poskusu. 
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Slika 14: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih TiO2, izražena na osnovi testa z barvilom 
nevtral rdeče, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = 
negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). Rezultati so 
prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (poskus 1: n = 
9, poskus 2: n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 7000 celic na jamico. Celice so bile pri vseh 
poskusih gojene in izmerjene na prozorni plošči. Vsak poskus je imel izmerjeno absorbanco in 
fluorescenco. 
 
4.3.3 Rezultati, pridobljeni z resazurinskim testom  
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 15) so pokazali, da je TiO2, pri uporabi 7000 celic na 
jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma delovanje več različnih redoks 
encimov celic HUVEC pri poskusu. Celice so bile pri poskusih 1 in 2 gojene na prozorni 
mikrotitrski plošči in izmerjene na črni mikrotitrski plošči. Pri poskusu 2 so bile celice 
gojene in izmerjene na črni mikrotitrski plošči. 
 
Pri poskusih 1 in 2 smo pri koncentracijah 50 in 100 μg/ml zabeležili manjše povečanje 
viabilnosti celic HUVEC (izraženo glede na negativno kontrolo), na 110 %. Rezultati testa 
z resazurinom kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri poskusih 1 in 2 pri testiranih 
koncentracijah 50 in 100 µg/ml TiO2 ter pozitivni kontroli. Rezultati poskusov 1 in 2 so bili 
primerljivi. Pri poskusu 3 smo celice gojili na črni plošči, kar je vplivalo na viabilnost celic 
HUVEC. Pri najvišji koncentraciji (100 µg/ml) je bilo zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC 
(izraženo glede na negativno kontrolo) 80 %. Zmanjšanje na okoli 70 % so povzročile že 
koncentracije 10 in 50 µg/ml. Rezultati tretjega poskusa testa z resazurinom kažejo 
statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri testiranih koncentracijah 5, 10, 50, 100 µg/ml 
TiO2 in pozitivni kontroli. Poskusa 1 in 2 sta bila primerljiva. Uporaba črne mikrotitrske 
plošče za gojenje celic je vplivala na rezultate poskusa 3, ki niso bili primerljivi. 
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Slika 15: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih TiO2, izražena na osnovi testa z resazurinom, 
normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = negativna kontrola 
(dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). Rezultati so prikazani kot 
povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05).  
Uporabili smo 7000 celic na jamico. Celice so bile pri poskusih 1 in 2 gojene na prozorni plošči. 
Meritev smo opravili na črni plošči. Pri poskusu 3 so bile celice gojene na črni plošči. Meritev smo 
opravili na črni plošči. 
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 16) so pokazali, da je TiO2 in TiO2 oplaščen z BSA, pri 
uporabi 5000 celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma delovanje 
več različnih redoks encimov celic HUVEC pri obeh poskusih. Celice so bile pri obeh 
poskusih gojene in izmerjene na črni mikrotitrski plošči. 
 
Pri poskusu obeh poskusih smo celice gojili na črni plošči in hkrati uporabili 5000 celic na 
jamico, kar je vplivalo na viabilnost celic HUVEC. Pri najvišji koncentraciji (100 µg/ml) 
TiO2 in TiO2 z BSA je bila viabilnosti celic HUVEC zmanjšana na (izraženo glede na 
negativno kontrolo) 30 %. Zmanjšanje viabilnosti so povzročile že koncentracije 5, 10 in 50 
µg/ml TiO2 in TiO2 z BSA. Rezultati testa z resazurinom kažejo statistično značilno razliko 
(*p < 0,05) pri obeh poskusih 5, 10, 50, 100 µg/ml TiO2 in TiO2 z BSA ter pozitivni kontroli. 
Rezultati so imeli višje vrednosti SD. Uporaba TiO2 oplaščenega z BSA ni zmanjšala učinka. 
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Slika 16: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih TiO2 in TiO2, oplaščenem z BSA, izražena 
na osnovi testa z resazurinom, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). 
Opombe: NK = negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM 
H2O2). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki 
skupini (poskus TiO2: n = 4, poskus TiO2 z BSA: n = 4, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 5000 celic 
na jamico. Celice so bile pri obeh poskusih gojene in izmerjene na črnih mikrotitrskih ploščah. 
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 17) so pokazali, da je TiO2 po 24-urni izpostavitvi vplival 
na viabilnost oziroma delovanje več različnih redoks encimov celic THP-1 pri obeh 
poskusih. Celice so bile pri obeh poskusih gojene in izmerjene na črni mikrotitrski plošči.  
 
Koncentracija 100 µg/ml TiO2 je pri obeh poskusih povečala viabilnost celic THP-1 
(izraženo glede na negativno kontrolo) na okoli 120 %. Manjši vpliv na povečanje viabilnosti 
smo opazili tudi pri 50 µg/ml TiO2. Pozitivna kontrola je zmanjšala preživetje celic THP-1, 
vendar ni imela enakega učinka kot pri celicah HUVEC (slika 15). Rezultati testa z 
resazurinom kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri testiranih koncentracijah 50 
in 100 µg/ml TiO2 ter pozitivni kontroli. Rezultati obeh poskusov so bili ponovljivi.  
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Slika 17: Viabilnost celic THP-1, 24 ur izpostavljenih TiO2, izražena na osnovi testa z resazurinom, 
normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = negativna kontrola 
(dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 3 mM H2O2). Rezultati so prikazani kot 
povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (poskus 1: n = 9, poskus 2: 
n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Celice so bile pri obeh poskusih gojene in izmerjene na črnih mikrotitrskih 
ploščah. 
 
4.4 CITOTOKSIČNOST NANOMATERIALOV TiO2 PVP 
 
4.4.1 Rezultati, pridobljeni s testom MTT 
 
Rezultati testa MTT (slika 18) so pokazali, da je TiO2 PVP in TiO2 PVP oplaščen z BSA, 
pri uporabi 7000 celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma 
delovanje sukcinatnih dehidrogenaz v mitohondrijih celic HUVEC. Pri obeh poskusih smo 
opazili zmanjšanje viabilnost celic HUVEC (gojenih in izmerjenih absorbanc na prozornih 
mikrotitrskih ploščah) z večanjem koncentracije TiO2 in TiO2 z BSA. Pri najvišji 
koncentraciji (100 µg/ml) je bilo zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC (izraženo glede na 
negativno kontrolo), pri TiO2 PVP in TiO2 PVP z BSA 80 %. Zmanjšanje je pri obeh 
poskusih povzročila že koncentracija 50 µg/ml. Pri rezultatih testa MTT je bila pri obeh 
koncentracijah 50 in 100 µg/ml TiO2 PVP in TiO2 PVP z BSA razlika statistično značilna 
(*p < 0,05). Predhodno inkubiran TiO2 PVP z BSA v primerjavi s TiO2 PVP ni zmanjšal 
učinka. 
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Slika 18: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih TiO2 PVP in TiO2 PVP, oplaščenem z BSA, 
izražena na osnovi testa MTT, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). 
Opombe: NK = negativna kontrola (dodatek gojišča). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, 
dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (poskus TiO2 PVP: n = 4, NK: n = 8; poskus TiO2 
PVP z BSA: n = 4, NK: n = 8, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 7000 celic na jamico. Celice so 
bile pri obeh poskusih gojene in izmerjene na prozornih mikrotitrskih ploščah. 
 
4.4.2 Rezultati, pridobljeni s testom privzema barvila nevtral rdeče 
 
Rezultati testa privzema barvila nevtral rdeče (slika 19) so pokazali, da je TiO2 PVP, pri 
uporabi 7000 celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma 
ohranjanje pH gradientov s produkcijo ATP-ja celic HUVEC pri obeh poskusih. Celice so 
bile gojene pri vseh poskusih na prozorni mikrotitrski plošči. Meritve absorbance in 
fluorescence so bile opravljene na prozorni plošči. Po prenosu na črno mikrotitrsko ploščo 
smo pri vsakem poskusu opravili še meritev fluorescence.  
 
Z večanjem koncentracije TiO2 PVP viabilnost celic narašča. Največja viabilnost celic 
HUVEC je bila okoli 120 % in izmerjena pri koncentraciji 10, 50 in 100 µg/ml (izraženo 
glede na negativno kontrolo). Trend naraščanja viabilnosti smo opazili pri obeh poskusih. 
Rezultati testa privzema barvila nevtral rdeče kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) 
pri vseh meritvah testiranih koncentracij TiO2 PVP 10, 50, 100 µg/ml, pozitivni kontroli in 
100 µg/ml ZnO. Rezultati obeh poskusov so bili ponovljivi. Primerljive so bile tudi meritve 
absorbance in fluorescence pri vsakem poskusu. 
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Slika 19: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih TiO2 PVP, izražena na osnovi testa z 
barvilom nevtral rdeče, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: 
NK = negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). ZnO 
služi kot dodatna PK. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih 
jamic pri vsaki skupini (poskus 1: n = 9, poskus 2: n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 7000 
celic na jamico. Celice so bile gojene pri vseh poskusih na prozorni mikrotitrski plošči. Meritve 
absorbance in fluorescence so bile opravljene na prozorni plošči. Po prenosu na črno mikrotitrsko 
ploščo smo pri vsakem poskusu opravili še meritev fluorescence. 
 
4.4.3 Rezultati, pridobljeni z resazurinskim testom  
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 20) so pokazali, da je TiO2 PVP, pri uporabi 7000 celic 
na jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma delovanje več različnih 
redoks encimov celic HUVEC pri poskusu. Celice so bile pri obeh poskusih gojene na 
prozornih mikrotitrskih ploščah in izmerjene na črnih mikrotitrskih ploščah. 
 
Pri obeh poskusih smo pri najvišji koncentraciji (100 µg/ml) opazili povečanje viabilnosti 
celic HUVEC (izraženo glede na negativno kontrolo) na okoli 110 %. Ostale koncentracije 
niso povzročile sprememb viabilnosti. Rezultati testa z resazurinom kažejo statistično 
značilno razliko (*p < 0,05) pri testirani koncentraciji 100 µg/ml TiO2 PVP, pozitivni 
kontroli in 100 µg/ml ZnO obeh poskusov. Rezultati obeh poskusov so bili primerljivi. 
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Slika 20: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih TiO2 PVP, izražena na osnovi testa z 
resazurinom, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = 
negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). ZnO služi 
kot dodatna PK. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri 
vsaki skupini (n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05).  Uporabili smo 7000 celic na jamico. Celice so bile pri obeh 
poskusih gojene na prozornih mikrotitrskih ploščah in izmerjene na črnih mikrotitrskih ploščah. 
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 21) so pokazali, da je TiO2 PVP in TiO2 PVP oplaščen z 
BSA, pri uporabi 5000 celic na jamico, po 24-urni izpostavitvi vplival na viabilnost oziroma 
delovanje več različnih redoks encimov celic HUVEC pri obeh poskusih. Celice so bile pri 
obeh poskusih gojene in izmerjene na črni mikrotitrski plošči.  
 
Pri obeh poskusih smo celice gojili na črni plošči in hkrati uporabili 5000 celic na jamico, 
kar je vplivalo na viabilnost celic HUVEC. Pri najvišji koncentraciji (100 µg/ml) TiO2 PVP 
in TiO2 PVP z BSA je bila viabilnost celic HUVEC zmanjšana (izraženo glede na negativno 
kontrolo) na 50 %. Podobno zmanjšanje viabilnosti je povzročila že koncentracija 50 µg/ml 
TiO2 PVP in TiO2 PVP z BSA. Rezultati testa z resazurinom kažejo statistično značilno 
razliko (*p < 0,05) pri obeh poskusih 50, 100 µg/ml TiO2 PVP in TiO2 PVP z BSA ter 
pozitivni kontroli. Rezultati so imeli višje vrednosti SD. Uporaba TiO2, oplaščenega z BSA, 
ni zmanjšala učinka. 
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Slika 21: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih TiO2 PVP in TiO2 PVP, oplaščenem z BSA, 
izražena na osnovi testa z resazurinom, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 
%). Opombe: NK = negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM 
H2O2). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki 
skupini (poskus TiO2 PVP: n = 4, poskus TiO2 PVP z BSA: n = 4, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 
5000 celic na jamico. Celice so bile pri obeh poskusih gojene in izmerjene na črnih mikrotitrskih 
ploščah. 
 
Rezultati testa z resazurinom (slika 22) so pokazali, da je TiO2 PVP po 24-urni izpostavitvi 
vplival na viabilnost oziroma delovanje več različnih redoks encimov celic THP-1 pri obeh 
poskusih. Celice so bile pri obeh poskusih gojene na prozornih mikrotitrskih ploščah in 
izmerjene na črnih mikrotitrskih ploščah. Koncentracija 100 µg/ml TiO2 PVP je pri obeh 
poskusih povečala viabilnost celic THP-1 (izraženo glede na negativno kontrolo) na okoli 
110 %. Ostale uporabljene koncentracije niso imele učinka na celice THP-1. Pozitivna 
kontrola je samo delno zmanjšala preživetje celic THP-1. Rezultati testa z resazurinom 
kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri testirani koncentraciji 100 µg/ml TiO2 PVP 
in pozitivni kontroli obeh poskusov. Rezultati obeh poskusov so bili ponovljivi. 
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Slika 22: Viabilnost celic THP-1, 24 ur izpostavljenih TiO2 PVP, izražena na osnovi testa z 
resazurinom, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = 
negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 6 mM H2O2). Rezultati so 
prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (poskus 1: n = 
9, poskus 2: n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Celice so bile pri obeh poskusih gojene na prozornih 
mikrotitrskih ploščah in izmerjene na črnih mikrotitrskih ploščah. 
 
4.5 OPTIMIZACIJA NASAJANJA CELIC HUVEC IN THP-1  
 
Pri rezultatih testa viabilnosti MTT (slika 23) smo po 24-urni izpostavitvi izmerili viabilnost 
oziroma delovanje sukcinatnih dehidrogenaz v mitohondrijih celic HUVEC pri obeh 
poskusih. Celice so bile gojene in izmerjene na prozornih mikrotitrskih ploščah. Povišanje 
vsebnosti formazanskih kristalov v jamicah z večanjem koncentracije celic HUVEC oziroma 
večanje signala smo izmerili pri 10.000 celic/jamico (oziroma 1 x 104 celic/ml). Najmanjši 
signal smo zaznali pri 5000 celic/jamico (5 x 103 celic/ml). Preostale vrednosti so naraščale 
z večanjem koncentracij celic. Izjema je bila 7000 celic/jamico (7 x 103 celic/ml) pri poskusu 
2, ki je presegala vrednost 8000 celic/jamico (8 x 103 celic/ml). 
 
Pri rezultatih testa z resazurinom (slika 24) smo po 24-urni izpostavitvi izmerili viabilnost 
oziroma delovanje več različnih redoks encimov celic HUVEC pri obeh poskusih. Celice so 
bile gojene in izmerjene na prozornih mikrotitrskih ploščah. Rezultati so pokazali, da so se 
dobljene vrednosti povečale z naraščanjem koncentracije celic. Najvišji signal smo pomerili 
pri 10.000 celic/jamico (oziroma 1 x 104 celic/ml) in 9000 celic/jamico (9 x 103 celic/ml), 
najmanjše pri 5000 celic/jamico (5 x 103 celic/ml) in podobno pri 6000 celic/jamico (6 x 103 
celic/ml), koncentracije 7000 in 8000 celic/jamico so sledile pričakovanemu naraščanju 
signala. 
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Na podlagi rezultatov smo sklepali, da je koncentracija 7000 celic/jamico najustreznejša za 
nadaljnjo izvedbo testov z resazurinom in MTT na celicah HUVEC po 24-urni izpostavitvi 
testnim substancam.  
 
Pri rezultatih testa z resazurinom (slika 25) smo po 24-urni izpostavitvi izmerili viabilnost 
oziroma delovanje več različnih redoks encimov celic THP-1 pri obeh poskusih. Celice so 
bile gojene in izmerjene na črnih mikrotitrskih ploščah. Rezultati so pokazali, da so se 
dobljene vrednosti povečale z večanjem koncentracije celic. Najvišji signal smo izmerili pri 
koncentraciji 1 x 106 celic/jamico in najmanjši pri 5 x 104 celic/jamico. Preostale so sledile 
pričakovanemu naraščanju signala z večanjem števila celic na jamico. 
 
Na podlagi rezultatov smo sklepali, da je koncentracija 5 x 105 celic/jamico najustreznejša 
za nadaljnjo izvedbo testov z resazurinom in celicami THP-1, po 24-urni izpostavitvi testnim 
substancam.  
 
 
Slika 23: Viabilnost celic HUVEC, izpostavljenih 24 ur, izražena na osnovi testa viabilnosti MTT. 
Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini 
(poskus 1: n = 12, poskus 2: n = 10, x̄ ± SD). Opomba: Pri poskusu 2 smo dodali v vse zunanje jamice 
mikrotitrske plošče 100 µl gojišča (v izogib vplivu robnih jamic na rast in viabilnost celic). Pri 
poskusu 1 smo uporabili vse jamice. Celice so bile gojene in izmerjene na prozornih mikrotitrskih 
ploščah. 
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Slika 24: Viabilnost celic HUVEC, izpostavljenih 24 ur, izražena na osnovi testa z resazurinom. 
Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini 
(poskus 1: n = 12, poskus 2: n = 10, x̄ ± SD). Celice so bile gojene in izmerjene na prozornih 
mikrotitrskih ploščah. 
 
 
Slika 25: Viabilnost celic THP-1, izpostavljenih 24 ur, izražena na osnovi testa z resazurinom. 
Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (n 
= 10, x̄ ± SD; Opomba: n = 5 pri 1 x 106 celic/jamico). Celice so bile gojene in izmerjene na črnih 
mikrotitrskih ploščah. 
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4.6 VPLIV BSA NA HUVEC IN THP-1 
 
Pri rezultatih testa viabilnosti MTT (slika 26) smo pri uporabi 7000 celic na jamico po 24-
urni izpostavitvi izmerili viabilnost oziroma delovanje sukcinatnih dehidrogenaz v 
mitohondrijih celic HUVEC pri obeh poskusih. Celice so bile gojene in izmerjene na 
prozornih mikrotitrskih ploščah. Koncentracije 0,5, 0,65, 0,75 mg/ml BSA in sterilna MilliQ 
so zmanjšale viabilnost celic HUVEC (izraženo glede na negativno kontrolo) na okoli 80 % 
in koncentraciji 0,1 in 0,25 mg/ml BSA na 90 %. Ostale uporabljene koncentracije niso imele 
učinka na celice HUVEC. Rezultati testa MTT kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) 
pri testiranih koncentracijah 0,25, 0,5, 0,65, 0,75 mg/ml BSA, sterilni MilliQ in pozitivni 
kontroli obeh poskusov. Rezultati obeh poskusov so bili ponovljivi.  
 
Pri rezultatih testa privzema barvila nevtral rdeče (slika 27) smo, pri uporabi 7000 celic na 
jamico, po 24-urni izpostavitvi izmerili viabilnost oziroma ohranjanje pH gradientov s 
produkcijo ATP-ja celic HUVEC. Celice so bile gojene in izmerjene na prozornih 
mikrotitrskih ploščah. Uporabljene koncentracije BSA niso imele učinka na celice HUVEC 
(izraženo glede na negativno kontrolo). Rezultati testa privzema barvila nevtral rdeče kažejo 
statistično značilno razliko (*p < 0,05) samo pri pozitivni kontroli. 
 
Pri rezultatih testa z resazurinom (slika 28) smo pri uporabi 9000 celic na jamico po 24-urni 
izpostavitvi izmerili viabilnost oziroma delovanje več različnih redoks encimov celic 
HUVEC. Celice so bile gojene in izmerjene na črnih mikrotitrskih ploščah. Celice na črnih 
ploščah imajo slabšo rast. To smo se odločili popraviti z nasaditvijo večjega števila celic in 
s tem izenačiti rezultate med različnimi testi na celicah HUVEC. Koncentracije 0,25 in 0,5 
mg/ml BSA so zmanjšale viabilnost celic HUVEC (izraženo glede na negativno kontrolo) 
na okoli 80 %. Ostale uporabljene koncentracije niso imele učinka na celice HUVEC. 
Rezultati testa z resazurinom kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri testiranih 
koncentracijah 0,25 in 0,5 mg/ml BSA in pozitivni kontroli. Dobljeni rezultati so imeli 
visoke vrednosti SD. 
 
Pri rezultatih testa z resazurinom (slika 29) smo po 24-urni izpostavitvi izmerili viabilnost 
oziroma delovanje več različnih redoks encimov celic THP-1. Celice so bile gojene in 
izmerjene na prozornih mikrotitrskih ploščah. Koncentracije 0,01, 0,05, 0,1, 0,25 in 0,5 
mg/ml BSA so povečale viabilnost celic THP-1 (izraženo glede na negativno kontrolo) na 
okoli 110 % (120 % povečanje smo zaznali pri 0,25 mg/ml BSA). Rezultati testa z 
resazurinom kažejo statistično značilno razliko (*p < 0,05) pri testiranih koncentracijah 0,01, 
0,05, 0,1, 0,25 in 0,5 mg/ml BSA in pozitivni kontroli. Pozitivna kontrola ni močno znižala 
viabilnosti celic (ni bila sveže pripravljena). 
 
48 
Zrimšek M. Primerjava vpliva izbranih kovinskih in ogljikovih nanomaterialov … človeških celic in vitro. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
 
Slika 26: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih BSA in sterilni MilliQ, izražena na osnovi 
testa MTT, normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = 
negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). Rezultati so 
prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (n = 9, x̄ ± SD, 
*p < 0,05). Uporabili smo 7000 celic na jamico. Celice so bile gojene in izmerjene na prozornih 
mikrotitrskih ploščah. Inkubacija za gojenje celične kulture je izjemoma potekala 48 ur. 
 
 
Slika 27: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih BSA, izražena na osnovi testa citotoksičnosti 
z barvilom nevtral rdeče, na podlagi meritve fluorescence barvila, normalizirana na viabilnost 
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kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = negativna kontrola (dodatek gojišča); PK = 
pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti, dobljene 
iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). Uporabili smo 7000 celic na 
jamico. Celice so bile gojene in izmerjene na prozornih mikrotitrskih ploščah. Inkubacija za gojenje 
celične kulture je izjemoma potekala 48 ur. 
 
 
Slika 28: Viabilnost celic HUVEC, 24 ur izpostavljenih BSA, izražena na osnovi testa z resazurinom, 
normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = negativna kontrola 
(dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). Rezultati so prikazani kot 
povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). 
Uporabili smo 9000 celic na jamico. Celice so bile gojene in izmerjene na črnih mikrotitrskih 
ploščah. 
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Slika 29: Viabilnost celic THP-1, 24 ur izpostavljenih BSA, izražena na osnovi testa z resazurinom, 
normalizirana na viabilnost kontrolne skupine celic (1 = 100 %). Opombe: NK = negativna kontrola 
(dodatek gojišča); PK = pozitivna kontrola (dodatek 0,5 mM H2O2). Rezultati so prikazani kot 
povprečne vrednosti, dobljene iz vseh testiranih jamic pri vsaki skupini (n = 9, x̄ ± SD, *p < 0,05). 
Celice so bile gojene in izmerjene na prozornih mikrotitrskih ploščah. Raztopina H2O2, uporabljena 
kot PK, ni bila sveže pripravljena pred poskusom, kar je najverjetneje razlog za višje preživetje celic 
v skupini PK. 
 
4.7 TESTIRANJE PRISOTNOSTI MIKOPLAZME Z MycoAlert mycoplasma detection 
kit 
 
Celične kulture celic HUVEC in THP-1 smo v času poskusov testirali za prisotnost 
mikoplazem. Za testiranje smo uporabili MycoAlert mycoplasma detection kit. Pri uporabi 
kita je vrednost razmerja B/A nakazovala okužbo celične kulture. Pri vseh testiranih vzorcih 
(preglednica 3, 4 in 5) celic HUVEC in THP-1 smo potrdili odsotnost mikoplazme, s čimer 
potrjujemo ustreznost uporabljenih celičnih kultur za izvedbo testov citotoksičnosti (vsaj v 
okviru odsotnosti okužbe z mikoplazmo). 
 
Preglednica 3: Vrednosti izračunanega razmerja meritev B in meritev A (na osnovi testa MycoAlert 
plasma detection kit) za NK (vzorec brez supernatanta gojišča celic) in supernatanta gojišča celic 
HUVEC. Opomba: NK = negativna kontrola (dodana le reagent in substrat). Vrednosti, ki so večje 
od 0,9, potrjujejo prisotnost mikoplazme. 
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Preglednica 4: Vrednosti izračunanega razmerja meritev B in meritev A (na osnovi testa MycoAlert 
plasma detection kit) za NK (vzorec brez supernatanta gojišča celic) in supernatant gojišča celic 
HUVEC. Opomba: NK = negativna kontrola (dodana le reagent in substrat). Vrednosti, ki so večje 
od 0,9, potrjujejo prisotnost mikoplazme. 
 
  NK HUVEC 
razmerje 
B/A 0,851852 0,490196 
  
Preglednica 5: Vrednosti izračunanega razmerja meritev B in meritev A (na osnovi testa MycoAlert 
plasma detection kit) za NK (vzorec brez supernatanta gojišča celic) in supernatant gojišča celic 
THP-1. Opomba: NK = negativna kontrola (dodana le reagent in substrat). Vrednosti, ki so večje od 
0,9, potrjujejo prisotnost mikoplazme. 
 
 NK THP-1 
razmerje 
B/A 0,128571 0,546099 
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5 RAZPRAVA  
 
Namen magistrske naloge je bil preučiti učinke ogljikovih in kovinskih NM na celice 
HUVEC in THP-1. Zanimalo nas je, ali se vplivi ogljikovih in kovinskih NM med seboj 
razlikujejo. Hkrati smo pričakovali, da bodo učinki določenega NM podobni na obeh tipih 
celic. Ugotavljali smo tudi, ali predhodno oblačenje NM z BSA zmanjša vplive izbranih 
NM. Za testiranje smo uporabili test MTT, test privzema barvila nevtral rdeče in test z 
resazurinom.  
 
5.1 TESTIRANJE PRISOTNOSTI MIKOPLAZME Z MycoAlert mycoplasma detection 
kit 
 
Mikoplazme povzročajo okužbe in težave pri uporabi celičnih linij (Drexler in Uphoff, 
2002). Pred izvedbo testov citotoksičnosti smo preverili ustreznost celičnih kultur celic 
HUVEC in THP-1 s kitom MycoAlert mycoplasma detection kit. Pri vseh testiranjih smo 
potrdili odsotnost mikoplazme v celičnih kulturah (preglednice 3, 4 in 5). Uporabljeni celični 
kulturi sta bili ustrezni za izvedbo testov citotoksičnosti. Okužba z mikoplazmo ni motila 
merjenih parametrov. 
 
5.2 OPTIMIZACIJA NASAJANJA CELIC HUVEC IN THP-1 TER IZBIRA 
MIKROTITSKIH PLOŠČ 
 
V magistrski nalogi smo uporabili celice HUVEC in THP-1. Na podlagi predhodnih raziskav 
smo se odločili celice nasajati z gostoto 5000 celic/jamico mikrotitrske plošče. Rezultati 
uporabe 5000 celic/jamico so močno vplivali na rezultate testov. Število 5000 celic/jamico 
se je izkazalo za premajhno število začetno uporabljenih celic, saj celice negativne kontrole 
po končanem poskusu niso imele konfluentne rasti v jamicah mikrotitskih plošč. Za 
izboljšanje rezultatov smo testirali konfluentnost celic HUVEC in THP-1 z različnimi testi 
citotoksičnosti. Koncentracija 7000 celic/jamico se je izkazala za ustreznejšo koncentracijo 
na podlagi dobljenega signala testa MTT in testa z resazurinom za celice HUVEC (sliki 23 
in 24). Uporaba te koncentracije celic je zmanjšala visoke vrednosti SD. Uporabo 7000 
celic/jamico smo privzeli tudi za test privzema barvila nevtral rdeče celic HUVEC. S 
testiranjem celic THP-1 smo na podlagi ustreznega signala določili koncentracijo 5 x 105 
celic/jamico za nadaljnjo izvedbo testov z resazurinom (slika 25). 
 
Opazili smo, da na rast nasajenih celic HUVEC močno vpliva tudi izbira različnih 
mikrotitrskih plošč. Primerjava rezultatov rasti celic na prozorni ali črni mikrotitski plošči 
je ob enakih pogojih dala različne rezultate (sliki 11 in 15). Sklepamo, da je bila rast celic 
na črnih ploščah manjša. Rezultati testov citotoksičnosti so pri celicah HUVEC, gojenih na 
črnih mikrotitrskih ploščah, zaznali učinek testiranega NM. Hkrati pri celicah THP-1 gojenih 
na črnih mikrotitrskih ploščah (slika 17) tega učinka nismo zaznali, saj se celice THP-1 ne 
pritrjujejo na podlago, temveč rastejo v suspenziji. Črne plošče se niso izkazale primerne za 
gojenje celic. Pogoje smo pri vseh poskusih poenotili tako, da smo vse celice gojili na 
prozornih ploščah in pri meritvah fluorescence (ki so morale biti opravljene na črnih ploščah) 
vsebino jamic pred meritvijo prenesli na črne mikrotitrske plošče.  
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Pri testu privzema barvila nevtral rdeče smo primerjali meritve absorbance in fluorescence 
na črnih in prozornih ploščah. Na podlagi rezultatov lahko potrdimo, da večjih razlik med 
meritvami absorbance ali fluorescence nismo zabeležili (slike 3, 9, 14 in 19). Meritve 
fluorescence na črnih ali prozornih ploščah so bile primerljive.  
 
5.3 CITOTOKSIČNOST NANOMATERIALOV  
 
S testi citotoksičnosti smo želeli pokazati vplive uporabljenega NM na celice HUVEC (ang. 
human umbilical vein endothelial cell) in THP-1 (ang. human leukemia monocytic cell). 
Pričakovali smo, da bo učinek za vsak uporabljeni NM enak na obeh tipih celic. Prav tako 
smo pričakovali, da bo inkubacija NM z govejim serumskim albuminom (ang. bovine serum 
albumin, BSA) zmanjšala učinek tega NM.  
 
Citotoksični potencial vsakega uporabljenega NM smo zabeležili z več kot enim testom. Test 
MTT, uporabljen v nalogi, je spremljal viabilnost testiranih celic oziroma delovanje 
sukcinatnih dehidrogenaz v njihovih mitohondrijih. Test privzema barvila nevtral rdeče je 
zabeležil  viabilnost oziroma ohranjanje pH gradientov s produkcijo ATP-ja. Test z 
resazurinom je zaznal viabilnost oziroma delovanje več različnih redoks encimov celic. 
Rezultati različnih testov na enakem tipu celic z enakim testiranim NM se lahko razlikujejo. 
 
5.3.1 Vpliv amorfnega ogljika na celice HUVEC in THP-1  
 
S testi citotoksičnosti smo testirali CB na celicah HUVEC in THP-1. Pri rezultatih testa z 
MTT smo opazili zmanjšanje v mitohondrijski aktivnosti pri koncentracijah 50 in 100 μg/ml 
CB, pri uporabi 7000 celic/jamico, na 80 % (v primerjavi na negativno kontrolo) (slika 1). 
Pri uporabi 5000 celic/jamico zmanjšanja nismo zaznali. CB, predhodno oplaščen z BSA, ni 
spremenil učinka (slika 2). V primerjavi je test privzema barvila nevtral rdeče ob uporabi 
7000 celic/jamico pokazal vpliv na ohranjanje pH gradientov s produkcijo ATP-ja pri 
koncentraciji 50 μg/ml na 70 do 75 % in pri 100 μg/ml na 50 % (v primerjavi na negativno 
kontrolo) (slika 3). Pri testu z resazurinom smo pri koncentraciji 100 μg/ml CB, pri uporabi 
7000 celic/jamico, opazili zmanjšanje delovanja več različnih redoks encimov nekoliko nad 
80 % (v primerjavi na negativno kontrolo). Pri koncentracijah 5, 10 in 50 µg/ml so vrednosti 
presegle negativno kontrolo (slika 4). Pri uporabi 5000 celic na jamico (gojeno na črni 
mikrotitrski plošči) smo zmanjšanje opazili pri 50 in 100 μg/ml, na 75 % in 60 % (v 
primerjavi na negativno kontrolo). CB, predhodno oplaščen z BSA, je zmanjšal učinek pri 
50 μg/ml na 100 % in pri 100 μg/ml na 70 % (v primerjavi na negativno kontrolo) (slika 5). 
Vpliv CB smo testirali tudi na celicah THP-1. Pri rezultatih testa z resazurinom smo opazili 
zmanjšanje pri koncentraciji 100 µg/ml, na 70 do 80 % (v primerjavi na negativno kontrolo). 
Pozitivna kontrola in dodatna kontrola s 100 µg/ml ZnO nista uspešno znižali viabilnosti 
celic (slika 6). 
  
Dobljeni rezultati CB niso bili podobni delu, ki so ga opravili na celicah HUVEC Vesterdal 
in sod. (2012) ter Cao in sod. (2014). Raziskave vpliva CB na celice HUVEC niso pokazale 
citotoksičnosti pri koncentracijah 100 µg/ml. Sahu in sod. (2014) so citotoksičnost CB na 
celice THP-1 s testom MTT zaznali pri koncentraciji 100 µg/ml (na 82 % glede na negativno 
kontrolo). Cao in sod. (2014) pa so citotoksičnost CB na THP-1 zaznali pri koncentraciji 
54 
Zrimšek M. Primerjava vpliva izbranih kovinskih in ogljikovih nanomaterialov … človeških celic in vitro. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
12,5 µg/ml. NM hkrati motijo meritve testov. Test privzema barvila nevtral rdeče ni 
primeren za testiranje CB. Manjše motnje dobimo pri uporabi testa MTT. Za najprimernejši 
test citotoksičnosti ogljikovih NM velja test z resazurinom (Monteiro-Riviere in sod., 2009). 
Zhu in sod. (2009) so z raziskavo potrdili, da vezava serumskih proteinov na ogljikove NM 
oslabi citotoksičnost. 
 
Pričakovali smo, da bodo naši rezultati primerljivi z znanimi objavami. Rezultati so pri 
večini testov nakazali učinek CB na celice HUVEC. S testom MTT in testom privzema 
barvila nevtral rdeče smo zaznali citotoksični vpliv pri koncentracijah 50 in 100 µg/ml CB. 
Test z resazurinom je zaznal naraščanje signala (učinek je povzročila šele koncentracija 100 
µg/ml CB). Sklepamo, da je CB zmanjšal mitohondrijsko aktivnost celic HUVEC in hkrati 
vplival na integriteto lizosomov (pH gradient in produkcija ATP-ja v celicah je bila 
spremenjena). Delovanje redoks encimov je ostalo nespremenjeno. Sklepamo, da je bilo 
naraščanje pri testu z resazurinom nad vrednosti negativne kontrole posledica motnje testa s 
CB, kljub temu, da test z resazurinom velja za najprimernejši test za raziskave CB. Dobljeni 
rezultati niso bili podobni delom Vesterdal in sod. (2012) ter Cao in sod. (2014). 
Citotoksičnost CB na celice THP-1 smo zaznali pri 100 µg/ml pri celicah THP-1 (kar se 
ujema z rezultati dela Sahu in sod. (2014)). Na zmanjšanje viabilnosti celic THP-1 sta  s 
težavo vplivala tudi pozitivna kontrola in 100 µg/ml ZnO. Rezultati vpliva BSA so bili v 
skladu z delom Zhu in sod. (2009), saj je bil zabeležen učinek CB, oplaščenega z BSA, 
manjši od CB.  
 
Glede na uporabljene teste je CB ob 24-urni izpostavitvi, pri uporabi 7000 celic HUVEC na 
jamico, imel učinek pri koncentracijah 50 in 100 µg/ml. Predhodno oblačenje CB z BSA je 
ob 24-urni izpostavitvi, pri uporabi 5000 celic HUVEC, zmanjšalo učinek NM. Učinek CB 
na celice THP-1 je varen do 100 µg/ml. 
 
5.3.2 Vpliv grafenovega oksida na celice HUVEC in THP-1  
 
Enake teste citotoksičnosti smo opravili na GO na celicah HUVEC in THP-1. Pri rezultatih 
testa z MTT smo opazili zmanjšanje v mitohondrijski aktivnosti pri koncentraciji 100 μg/ml 
GO, pri uporabi 7000 celic/jamico, na okoli 60 % (v primerjavi na negativno kontrolo). 
Zmanjšanje smo opazili tudi pri koncentraciji 1 (na okoli 80 %), 5, 10 in 50 μg/ml GO. 
Zmanjšanje je bilo koncentracijsko pogojeno (slika 7). Pri uporabi 5000 celic/jamico je bilo 
zmanjšanje pri koncentraciji 100 μg/ml GO 60 % (glede na negativno kontrolo). Učinek smo 
zaznali že pri koncentracijah 1 (padec na 80 %), 5, 10 in 50 μg/ml GO. GO, predhodno 
oplaščen z BSA, je zmanjšal učinek pri 1 μg/ml na 85 % in pri 100 μg/ml na 80 % (slika 8). 
V primerjavi je test privzema barvila nevtral rdeče ob uporabi 7000 celic/jamico pokazal 
vpliv na ohranjanje pH gradientov s produkcijo ATP-ja pri koncentraciji 50 μg/ml na 70 % 
in pri 100 μg/ml na 50 % (v primerjavi na negativno kontrolo). Poskus 2 ni dal ponovljivih 
rezultatov (slika 9). Pri testu z resazurinom smo pri koncentraciji 1, 5, 10, 50 in 100 μg/ml 
GO, pri uporabi 7000 celic/jamico, zabeležili povišano delovanje več različnih redoks 
encimov (v primerjavi na negativno kontrolo). Poskus 2  (gojen na črni plošči) je imel visoke 
vrednosti SD in ni dal ponovljivih rezultatov (slika 10). Pri uporabi 5000 celic na jamico 
(gojeno na črni mikrotitrski plošči) smo povišanje vrednosti opazili pri koncentracijah 5, 10 
in 50 μg/ml (v primerjavi na negativno kontrolo). Pri uporabi GO, predhodno oplaščenega z 
BSA, s koncentracijo 50 in 100 μg/ml smo prav tako zaznali povišano vrednost (v primerjavi 
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na negativno kontrolo) (slika 11). Vpliv GO smo testirali tudi na celicah THP-1. Pri 
rezultatih testa z resazurinom smo opazili povišanje vrednosti pri koncentracijah 5, 10, 50 in 
100 µg/ml (v primerjavi na negativno kontrolo). Pozitivna kontrola in dodatna kontrola s 
100 µg/ml ZnO nista znižali viabilnosti celic (slika 12). 
 
Mukherjee in sod. (2015) so ob uporabi 100 ng/ml GO in več zaznali citotoksičnost na celice 
HUVEC s testom MTT. Vpliv NM na celice THP-1 je manjši v primerjavi s celicami 
HUVEC, saj so celice THP-1 fagociti, ki imajo endocitozno in eksocitozno aktivnostjo, kar 
jih dela bolj odporne. Nizki citotoksični učinki so verjetno posledica lastnosti THP-1 celic 
(Lankoff in sod., 2012). Ogljikovi NM so znani po tem, da vplivajo na številne teste, kot so 
test z resazurinom, test privzema barvila nevtral rdeče in test MTT (Ong in sod., 2014). Jiao 
in sod. (2015) so v raziskavi pri uporabi testa MTT in GO dobili povišane vrednosti 
rezultatov, ki so bili poledica motenj. Nastanek proteinske korone na površini GO je v 
raziskavi Hu in sod. (2011) povečala viabilnost celic. 
 
S testi smo želeli potrditi rezultate v znani literaturi. S testom MTT in testom privzema 
barvila nevtral rdeče smo zaznali citotoksični vpliv GO na celice HUVEC. Pri testu MTT je 
bil upad viabilnosti očiten že pri koncentracijah 1, 5, 10, 50 in 100 µg/ml GO, medtem ko je 
test privzema barvila nevtral rdeče vpliv zaznal pri koncentraciji 50 in 100 µg/ml. Rezultati 
testa MTT v naši nalogi so primerljivi z raziskavo Mukherjee in sod. (2015). Rezultati testa 
z resazurinom so zaznali naraščanje signala. Sklepamo, da je GO zmanjšal mitohondrijsko 
aktivnost celic HUVEC in hkrati vplival na integriteto lizosomov (pH gradient in produkcija 
ATP-ja v celicah je bila spremenjena). Delovanje redoks encimov je ostalo nespremenjeno. 
Sklepamo, da je bilo naraščanje pri testu z resazurinom nad vrednosti negativne kontrole 
posledica motnje testa z GO. Vrednosti rezultatov so bile povišane tudi ob uporabi celic 
THP-1. NM s težavo vplivajo na viabilnost celic THP-1, zaradi njihovih značilnosti. To 
podpirajo tudi rezultati pozitivne kontrole in 100 µg/ml ZnO. Do podobnih rezultatov so 
prišli tudi Lankoff in sod. (2012). GO je najverjetneje motil test z resazurinom in povečal 
dobljene vrednosti. Rezultati vpliva proteinske korone so bili v skladu literaturo, saj je bil 
zabeležen učinek GO, oplaščenega z BSA, manjši kot pri samemu GO.  
 
Glede na uporabljene teste je GO ob 24-urni izpostavitvi, pri uporabi 7000 celic HUVEC na 
jamico, imel učinek pri koncentracijah 1, 5, 10, 50 in 100 µg/ml. Predhodno oblačenje GO 
z BSA je ob 24-urni izpostavitvi, pri uporabi 5000 celic HUVEC, zmanjšalo učinek NM. 
GO na celice THP-1 nima učinka. 
 
5.3.3 Vpliv titanovega dioksida na celice HUVEC in THP-1   
 
S testi citotoksičnosti smo testirali TiO2 na celicah HUVEC in THP-1. Pri rezultatih testa z 
MTT smo opazili zmanjšanje v mitohondrijski aktivnosti pri koncentracijah 5, 10, 50 in 100 
μg/ml TiO2 pri uporabi 5000 celic/jamico. Pri najvišji koncentraciji (100 µg/ml) je bilo 
zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC pri TiO2 na 70 % (v primerjavi na negativno kontrolo). 
Koncentracije TiO2, predhodno oplaščenega z BSA, so imele podoben učinek kot sam TiO2. 
Učinek NM ni bil spremenjen (slika 13). V primerjavi je test privzema barvila nevtral rdeče 
ob uporabi 7000 celic/jamico zaznal pri koncentracijah 5, 10, 50 in 100 μg/ml naraščanje 
viabilnosti (najvišja zabeležena vrednost je bila pri 50 μg/ml) v primerjavi na negativno 
kontrolo (slika 14). Pri testu z resazurinom smo pri koncentraciji 100 μg/ml TiO2, pri uporabi 
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7000 celic/jamico, opazili povečanje delovanja več različnih redoks encimov na 110 % (v 
primerjavi na negativno kontrolo). Že pri koncentraciji 50 µg/ml je vrednosti nekoliko 
presegla negativno kontrolo (slika 15). Rezultati poskusa, pri katerem so bile celice gojene 
na črni plošči, so pri koncentracijah 10, 50 in 100 μg/ml TiO2 imeli zmanjšano viabilnost. 
Pri 100 μg/ml je bila viabilnost 80 % (v primerjavi na negativno kontrolo). Pri uporabi 5000 
celic na jamico (gojeno na črni mikrotitrski plošči) smo zmanjšanje opazili pri 5, 10, 50 in 
100 μg/ml na največ 30 % (v primerjavi na negativno kontrolo) pri največji koncentraciji 
TiO2. TiO2, predhodno oplaščen z BSA, ni spremenil učinka (slika 16). Zaradi uporabe 5000 
celic/jamico in črne plošče za gojenje rezultati tega testa niso zanesljivi. Vpliv TiO2 smo 
testirali tudi na celicah THP-1. Pri rezultatih testa z resazurinom smo opazili povišanje 
vrednosti pri koncentracijah 50 in 100 µg/ml TiO2 (v primerjavi na negativno kontrolo). 
Pozitivna kontrola je zmanjšala preživetje celic THP-1, vendar ni imela enakega učinka kot 
na celice HUVEC (slika 17). 
 
Montiel-Dávalos in sod. (2012) so poročali o citotoksičnem vplivu TiO2 na celice HUVEC. 
S testom MTT so vpliv TiO2 na celice THP-1 testirali tudi Lankoff in sod. (2012) in prišli 
do zaključkov, da TiO2 ni citotoksičen na celice THP-1. Rezultati so bili pričakovani, saj 
TiO2 ne velja za visoko citotoksičen NM, hkrati na celice THP-1 težko vplivamo zaradi 
njihove fagocitne vloge. Večina NM poveča absorbanco in fluorescenco uporabljenih testov. 
TiO2 vpliva na povečanje fluorescence pri uporabi testa z resazurinom (Ong in sod., 2014) 
in povečanje zaznanih vrednosti pri uporabi testa MTT (Lupu in Popescu, 2013). Znano je 
tudi, da je proteinska korona zmanjšala učinke uporabe TiO2 (Garvas in sod., 2015). 
 
S testi smo želeli potrditi, da ima TiO2 učinek na celice HUVEC. Pri testu MTT smo 
zabeležili padanje viabilnosti, medtem ko sta test s privzemom barvila nevtral rdeče in test 
z resazurinom zaznala naraščanje signala. Test MTT je zaznal učinek pri koncentracijah 5, 
10, 50 in 100 µg/ml TiO2. TiO2 moti rezultate testa MTT, zato moramo upoštevati možnost, 
da je učinek lahko celo večji od zaznanih vrednosti. Iz tega lahko sklepamo, da je TiO2 
zmanjšal mitohondrijsko aktivnost celic HUVEC in hkrati ni vplival na integriteto lizosomov 
(pH gradient in produkcija ATP-ja v celicah ni bila spremenjena) in ni spremenil delovanja 
redoks encimov. TiO2 je znan po tem, da poveča vrednosti fluorescence pri testu z 
resazurinom. Sklepamo, da je bilo naraščanje nad vrednostmi negativne kontrole posledica 
motnje testa. Enako sklepamo tudi za test s privzemom barvila nevtral rdeče. Citotoksičnosti 
TiO2 na celice THP-1 nismo zaznali, kar se ujema z rezultati Lankoff in sod. (2012). 
Rezultati pozitivne kontrole podpirajo ugotovitev, da so celice odporne na dejavnike. 
Presežene vrednosti nad negativno kontrolo so najverjetneje posledica motnje testa z 
resazurinom s TiO2. Rezultati vpliva BSA niso bili v skladu literaturo, saj je bil zabeležen 
učinek TiO2, oplaščenega z BSA, enak samemu TiO2.  
 
Glede na uporabljeni test MTT je TiO2 ob 24-urni izpostavitvi, pri uporabi 5000 celic 
HUVEC na jamico, imel učinek pri koncentracijah 5, 10, 50 in 100 µg/ml. Predhodno 
oblačenje TiO2 z BSA ob 24-urni izpostavitvi, pri uporabi 5000 celic HUVEC, ni zmanjšalo 
učinka NM. TiO2 nima vpliva na celice THP-1. 
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5.3.4 Vpliv titanovega dioksida s polivinilpirolidonom na celice HUVEC in THP-1  
 
S testi citotoksičnosti smo testirali TiO2 PVP na celicah HUVEC in THP-1. Pri rezultatih 
testa z MTT smo pri uporabi 7000 celic/jamico opazili zmanjšanje v mitohondrijski 
aktivnosti pri koncentracijah 50 in 100 μg/ml TiO2 PVP. Pri najvišji koncentraciji (100 
µg/ml) je bilo zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC pri TiO2 PVP 80 % (v primerjavi na 
negativno kontrolo). Koncentracije TiO2 PVP, predhodno oplaščenega z BSA, so imele 
podoben učinek kot sam TiO2 PVP. Učinek NM ni bil spremenjen (slika 18). V primerjavi 
je test privzema barvila nevtral rdeče ob uporabi 7000 celic/jamico zaznal pri koncentraciji 
10, 50 in 100 μg/ml naraščanje viabilnosti v primerjavi na negativno kontrolo (slika 19). Pri 
testu z resazurinom smo pri koncentraciji 100 μg/ml TiO2 PVP pri uporabi 7000 celic/jamico 
opazili povečanje delovanja več različnih redoks encimov (v primerjavi na negativno 
kontrolo) (slika 20). Pri uporabi 5000 celic na jamico (gojeno na črni mikrotitrski plošči) 
smo zmanjšanje opazili pri koncentracijah 50 in 100 μg/ml na okoli 50 % (v primerjavi na 
negativno kontrolo). Učinek TiO2 PVP, predhodno oplaščenega z BSA, ni spremenil učinka 
(slika 21). Zaradi uporabe 5000 celic/jamico in črne plošče za gojenje rezultati tega testa 
niso zanesljivi. Vpliv TiO2 PVP smo testirali tudi na celicah THP-1. Pri rezultatih testa z 
resazurinom smo opazili povišanje vrednosti pri koncentraciji 100 µg/ml TiO2 PVP (v 
primerjavi na negativno kontrolo). Pozitivna kontrola je samo delno zmanjšala preživetje 
celic THP-1 (slika 22). 
 
Tudi pri testiranju citotoksičnosti TiO2 PVP smo pričakovali nizek citotoksičen učinek na 
celice THP-1 (Lankoff in sod., 2012) in motnje testov, saj se večina NM veže na proteine in 
barvila ter moti meritve absorbance in fluorescence tako, da so končne meritve večje od 
pričakovanih (Ong in sod., 2014). NM, obdani s polimeri, podaljšujejo čas zadrževanja v 
krvnem sistemu, zmanjšujejo citotoksičnost in preprečujejo aktivacijo imunskega sistema. 
V raziskavah NM, stabiliziranih s polivinilpirolidonom, so z inkubacijo v gojišču z dodanim 
10 % BSA in gojišču z dodanim 10 % fetalim govejim serumom (ang. fetal bovine serum, 
FBS) uspeli zmanjšati citotoskičnost NM (Khang in sod., 2014). 
 
Pričakovali smo, da bo TiO2 PVP imel učinek na celice HUVEC. Podobno kot pri uporabi 
TiO2 smo pri TiO2 PVP s testom MTT zabeležili padanje viabilnosti, medtem ko sta test s 
privzemom barvila nevtral rdeče in test z resazurinom zaznala naraščanje signala. Test MTT 
je zaznal učinek pri koncentracijah 50 in 100 µg/ml TiO2 PVP. Iz tega lahko sklepamo, da 
je TiO2 PVP zmanjšal mitohondrijsko aktivnost celic HUVEC in hkrati ni vplival na 
integriteto lizosomov (pH gradient in produkcija ATP-ja v celicah ni bila spremenjena) in ni 
spremenil delovanja redoks encimov. Sklepamo, da je bilo naraščanje pri testu privzema 
barvila nevtral rdeče in testa z resazurinom nad vrednosti negativne kontrole posledica 
motnje testa s TiO2 PVP. Učinka TiO2 PVP na celice THP-1 nismo zaznali, kar je bilo 
pričakovano za ta tip celic in potrjuje ugotovitve Lankoffa in sod. (2012). Za zmanjšanje 
viabilnosti celic THP-1 smo morali uporabiti za pozitivno kontrolo kar 6 mM H2O2. 
Sklepamo, da so presežene vrednosti nad negativno kontrolo najverjetneje posledica motnje 
testa z resazurinom s TiO2 PVP. Rezultati vpliva BSA niso bili v skladu literaturo, saj je bil 
zabeležen učinek s TiO2 PVP, oplaščenega z BSA, enak samemu TiO2 PVP. 
 
Glede na uporabljeni test MTT je TiO2 PVP, ob 24-urni izpostavitvi, pri uporabi 7000 celic 
HUVEC na jamico, imel učinek pri koncentracijah 50 in 100 µg/ml. Predhodno oblačenje 
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TiO2 PVP z BSA ob 24-urni izpostavitvi, pri uporabi 5000 in 7000 celic HUVEC, ni 
zmanjšalo učinka NM. TiO2 PVP nima vpliva na celice THP-1. 
 
Pričakovali smo, da bodo učinki ogljikovih in kovinskih NM različni. Strupenost NM je 
rezultat številnih dejavnikov, kot so agregacija in aglomeracija (Sharifi in sod., 2012), 
površinski naboj ter kationske in anionske površine NM (Goodman in sod., 2004; Sharifi in 
sod., 2012). Izmed testiranih ogljikovih NM velja GO za manj citotoksičen NM, zaradi 
svojih edinstvenih kemičnih in fizikalnih lastnosti (Jarosz in sod., 2015; Mukherjee in sod., 
2015). Glede na rezultate, ki smo jih pridobili v naši nalogi, lahko sklepamo, da se učinki 
ogljikovih in kovinskih NM razlikujejo. Vpliv smo zabeležili z različnimi testi. Test MTT 
in test privzema barvila rdeče sta pokazala učinek CB in GO na celice HUVEC. CB je vplival 
tudi na celice THP-1. Vpliv TiO2 in TiO2 PVP smo zaznali samo s testom MTT na celicah 
HUVEC. TiO2 PVP je znižal viabilnost celic šele pri višjih koncentracijah. Iz tega sklepamo, 
da je imel največji vpliv na celice CB. Najmanjši vpliv smo zaznali pri TiO2 PVP. 
 
NM lahko motijo spektrofotometrične in spektrofluorimetrične teste. Večina NM poveča 
končno absorbanco in fluorescenco različnih testov (Ong in sod., 2014). Znano je, da TiO2 
poveča izmerjene vrednosti pri uporabi testa z resazurinom (Ong in sod., 2014) in testa MTT 
(Lupu in Popescu, 2013). Ogljikovi NM (CB in GO) vplivajo na test z resazurinom, test 
privzema barvila nevtral rdeče in test MTT (Ong in sod., 2014). Monteiro-Riviere in sod. 
(2009) poročajo, da je najprimernejši test za citotoksičnosti ogljikovih NM test z 
resazurinom, sledita mu test MTT in test privzema barvila nevtral rdeče, ki ni primeren za 
testiranje CB.  
 
Pri testiranju CB in GO v naši nalogi se test z resazurinom ni izkazal za najprimernejši test, 
kar ni v skladu z literaturo. Pri večini rezultatov so vrednosti testa presegale negativno 
kontrolo. Sklepamo, da je bila to posledica motnje testa z uporabljenim NM. Test MTT in 
test privzema barvila z nevtral rdečim sta se izkazala za bolj primerna testa, saj smo z njima 
uspeli zabeležiti citotoksičnost. Pri testiranju TiO2 in TiO2 PVP je test MTT pokazal 
citotoksičnost kovinskih NM. Test privzema barvila z nevtral rdečim in test z resazurinom 
na podlagi rezultatov nista bila najbolj primerna testa, saj smo v večini primerov zabeležili 
vrednosti, ki so presegale negativno kontrolo. TiO2 in TiO2 PVP sta najverjetneje motila 
meritve. Večina NM povečuje končne absorbance in fluorescence, kar privede do 
podcenjevanja citotoksičnosti. Pričakujemo lahko, da so citotoksičnosti CB, GO, TiO2 in 
TiO2 PVP večje od zaznanih. Vsi trije testi se uporabljajo za testiranje viabilnosti celic, 
vendar pri tem merijo različne parametre. Rezultatov zato ni mogoče popolnoma enačiti. Pri 
določenih testih smo opravili tudi dodatno pozitivno kontrolo s ZnO. Pozitivna kontrola je 
vedno pokazala učinek na celice HUVEC tudi pri testih, ki so imeli rezultate višje od 
negativne kontrole. Iz tega sklepamo, da napaka pri delu ni vplivala na rezultate. 
 
Pričakovali smo, da bo učinek enega tipa NM podoben različnim vrstam celic v kulturi. 
Različni tipi celic imajo različne občutljivosti na NM (Kalantzi in Biskos, 2014). To se je 
pokazalo tudi v naši nalogi. Celice THP-1 smo testirali le s testom z resazurinom. Učinek 
smo zaznali le pri uporabi CB pri najvišji koncentraciji. Pri vseh ostalih NM so vrednosti 
presegale negativno kontrolo. Podobne rezultate smo (pri testu z resazurinom) dobili tudi pri 
celicah HUVEC, vendar smo ta tip celic izpostavili tudi drugim testom (test MTT in test 
privzema barvila nevtral rdeče), ki so nakazali učinke NM. Pri testiranju smo celice 
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izpostavili pozitivni kontroli in ZnO (ki je služil kot dodatna pozitivna kontrola). Obe sta 
imeli vpliv na celice HUVEC. Pri celicah THP-1 smo za zmanjšanje viabilnosti uporabili 
precej večje koncentracije pozitivne kontrole (vse do 6 mM H2O2). Znižanje viabilnosti kljub 
temu ni bilo enakovredno celicam HUVEC. ZnO ni imel učinka na celice THP-1. Učinek 
enakega NM na oba tipa celic z resazurinom se ni razlikoval, vendar na podlagi rezultatov 
pozitivne kontrole in ZnO lahko sklepamo, da so celice THP-1 bolj odporne na delovanje 
NM v primerjavi s celicami HUVEC. Celice THP-1 niso bile najprimernejše za testiranje 
vpliva ogljikovih in kovinskih NM. Lankoff in sod. (2012) so prišli do podobnih sklepov, 
saj so celice THP-1 fagociti s pomembno endocitozno in eksocitozno aktivnostjo, NM pa se 
ob stiku hitro ponovno sprostijo iz celic. To dela celice THP-1 visoko odporne. 
 
5.4 NASTANEK KORONE IN INTERAKCIJE Z BIOLOŠKIMI SISTEMI 
 
5.4.1 Vpliv BSA na HUVEC in THP-1 
 
S testi citotoksičnosti smo testirali vpliv BSA na celice HUVEC in THP-1. Pri rezultatih 
testa z MTT smo opazili zmanjšanje v mitohondrijski aktivnosti pri koncentracijah 0,5, 0,65 
in 0,75 mg/ml BSA ter sterilni MilliQ, pri uporabi 7000 celic/jamico, na okoli 80 % in pri 
koncentracijah 0,1 in 0,25 mg/ml BSA na 90 % (v primerjavi na negativno kontrolo) (slika 
26). Test privzema barvila nevtral rdeče pri uporabi 7000 celic/jamico ni pokazal vpliva BSA 
(v primerjavi na negativno kontrolo) (slika 27). Pri testu z resazurinom smo uporabili 9000 
celic/jamico. Celice so bile gojene in izmerjene na črnih mikrotitrskih ploščah. Celice na 
črnih ploščah imajo slabšo rast. To smo se odločili popraviti z nasaditvijo večjega števila 
celic in s tem izenačiti rezultate med različnimi testi na celicah HUVEC. Koncentracije 0,25 
in 0,5 mg/ml BSA so zmanjšale viabilnost celic HUVEC (izraženo glede na negativno 
kontrolo) na okoli 80 (slika 28). Vpliv BSA smo testirali tudi na celicah THP-1. Pri rezultatih 
testa z resazurinom smo opazili povečanje pri koncentracijah 0,01, 0,05, 0,1, 0,25 in 0,5 
mg/ml BSA (v primerjavi na negativno kontrolo) (slika 29). 
 
Preverili smo, kakšen vpliv ima na oba tipa celic tudi BSA. S testom MTT in testom z 
resazurinom smo zaznali zmanjšanje viabilnosti celic HUVEC. Test privzema barvila nevtral 
rdeče ni pokazal nobene spremembe. Rezultati na celicah THP-1 so zaznali vrednosti, večje 
od negativne kontrole. V nalogi smo za oblačenje uporabljali vrednosti 1,5 mg/ml BSA, ki 
smo ga odstranili po oblačenju NM. Verjetnost, da bi BSA vplivala na različne teste pri 
testiranju vpliva NM, je zelo majhna. Upoštevati moramo tudi, da smo uporabili sterilizirano 
BSA. Naknadno smo preverili izgubo pri postopku sterilizacije s filtracijo. Vrednosti BSA  
pri založni vrednosti 4 mg/ml BSA so bile po filtraciji 2,35 mg/ml BSA (le 59 % v primerjavi 
z začetno koncentracijo) (slika A1). Uporabljene koncentracije BSA so zato manjše. 
 
BSA se pri raziskavah uporablja za učinkovito izboljšanje disperzije NM v različnih gojiščih 
(Ji in sod., 2010). Pri takšni uporabi je smiselno upoštevati tudi možnosti zmanjšanja 
viabilnosti celic, zaradi vpliva BSA. 
 
BSA smo uporabili za oblačenje NM. Predpostavljali smo, da bo učinek NM zmanjšan, če 
bodo ti predhodno inkubirani s proteini. Celice HUVEC (celic THP-1 nismo testirali) smo 
gojili v gojišču z dodatkom 10 % FBS. NM ob vstopu v biološki medij vedno tvorijo 
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proteinsko korono. Sestava proteinske korone je odvisna od NM, fiziološkega okolja in 
trajanja izpostavljenosti (Rahman in sod., 2013). Raziskave proteinske korone kažejo, da 
vezava BSA na NM zmanjša stik med celično membrano in NM. Privzem NM v celice je 
oslabljen (Yan in sod., 2013). Vezava FBS na NM prav tako oslabi citotoksičnost. Dodatne 
razlage, zakaj proteinske korone vplivajo na citotoksičnost, so: vezani proteini stimulirajo 
rast celic, obdani NM izgubijo značilno citotoksičnost, sama vezava serumskih proteinov 
prepreči dostop drugim komponentam (ki so prisotne v gojišču) in prepreči njihov vstop v 
celice ter posledično neželene stranske učinke teh komponent (Zhu in sod., 2009).  
 
Želeli smo preveriti, kakšne so razlike vpliva FBS (v gojišču) in predhodnega oblačenja NM 
z BSA na nastanek proteinske korone. Sklepali smo, da bo predhodno oblačenje NM z BSA 
zmanjšalo učinke. Celice so bile v gojišču pri gojenju v stiku z 10 % FBS. Za gojenje celic 
HUVEC smo uporabljali gojišče DMEM. S predhodnim oblačenjem so NM imeli prvi stik 
le z BSA. Pri dodajanju NM brez BSA v gojišče z dodanim 10 % FBS ne poznamo celotne 
sestave okolja. Naši rezultati so pokazali zmanjšanje učinka pri predhodnem oblačenju 
ogljikovih NM. Zmanjšanje učinka smo zaznali pri testu z resazurinom na CB, oplaščenem 
z BSA, in pri testu MTT ter pri testu z resazurinom ob uporabi GO, oplaščenem z BSA. 
Dodati je treba, da so bile te vrednosti zaznane pri uporabi 5000 celic/jamico. Oblačenje 
kovinskih NM ni zmanjšalo citotoksičnosti. Pri NM in NM z BSA smo pričakovali nastanek 
proteinske korone. Predhodno oblikovana korona z BSA se je izkazala pri ogljikovih NM za 
boljšo pri zmanjševanju citotoksičnosti na celice HUVEC. Predvidevamo, da gojišče z 
dodanim 10 % FBS tvori proteinsko korono, vendar so v gojišču prisotne tudi druge 
komponente, ki vplivajo na nastanek korone in njeno učinkovitost. 
 
Uporabljeni material ob stiku s telesom ali celicami ne sme ustvariti neželenih strupenih 
odzivov (Naahidi in sod., 2013). V magistrski nalogi smo vsak uporabljen NM izpostavili 
več testom na dveh različnih tipih celic. NM, ki je vsaj pri enemu izmed testov nakazal vpliv 
na funkcijo mitohondrijev, integriteto lizosomov in metabolično aktivnost pri koncentracijah 
do 100 µg/ml, ni primeren za uporabo. CB, GO, TiO2 in TiO2 PVP imajo vpliv na celice 
HUVEC. CB prav tako vpliva na celice THP-1. GO, TiO2 in TiO2 PVP nimajo vpliva na 
celice THP-1, saj niso bili citotoksični. Oblačenje CB in GO z BSA je pri celicah HUVEC 
zmanjšalo citotoksičnost NM, vendar ne dovolj. Uporaba oplaščenih NM z BSA še vedno 
zmanjša viabilnost celic. 
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6 SKLEPI  
 
 Celice HUVEC in THP-1 niso bile okužene z mikoplazmo. Uporabljeni celični kulturi 
sta bili ustrezni za izvedbo testov citotoksičnosti. 
 
 Koncentracija 7000 celic/jamico se je izkazala za ustreznejšo koncentracijo za testiranje 
celic HUVEC. Za testiranje celic THP-1 je bila najprimernejša koncentracija 5 x 105 
celic/jamico. Prozorne plošče so bile najprimernejše za gojenje celic. Meritve 
absorbance in fluorescence istega vzorca se niso razlikovale. Meritve na črnih ali 
prozornih ploščah so primerljive. 
 
 CB ima ob 24-urni izpostavitvi učinek na celice HUVEC pri uporabi 50 in 100 µg/ml in 
pri uporabi 100 µg/ml na celice THP-1. GO ima ob 24-urni izpostavitvi učinek na celice 
HUVEC pri uporabi vsaj 1, 5, 10, 50 in 100 µg/ml in nima učinka na celice THP-1.  
 
 TiO2 ima ob 24-urni izpostavitvi učinek na mitohondrijsko aktivnost celic HUVEC pri 
uporabi 5, 10, 50 in 100 µg/ml in nima učinka na celice THP-1. TiO2 PVP ima ob 24-
urni izpostavitvi učinek na mitohondrijsko aktivnost celic HUVEC pri uporabi 50 in 100 
µg/ml in nima učinka na celice THP-1. 
 
 Učinki ogljikovih in kovinskih rezultatov se razlikujejo. Največji vpliv na celice je imel 
CB. Najmanjši vpliv smo zaznali pri TiO2 PVP. 
 
 Test MTT in test privzema barvila z nevtral rdečim sta se izkazala za primerna testa pri 
testiranju CB in GO. Test MTT je najprimernejši za testiranje TiO2 in TiO2 PVP. 
 
 Učinek enega tipa NM ni bil podoben na različnih vrstah celic v kulturi. Celice THP-1 
so se izkazale za bolj odporne na delovanje NM v primerjavi s celicami HUVEC. Celice 
THP-1 niso bile najprimernejše za testiranje vpliva ogljikovih in kovinskih NM. 
 
 BSA ima učinek na celice HUVEC, vendar ne na celice THP-1. 
 
 Predhodno oblačenje ogljikovih NM z BSA je zmanjšalo citotoksičnost na celice 
HUVEC. Oblačenje kovinskih NM ni spremenilo vpliva. 
 
 CB, GO, TiO2 in TiO2 PVP imajo vpliv na celice HUVEC. CB prav tako vpliva na celice 
THP-1. GO, TiO2 in TiO2 PVP nimajo vpliva na celice THP-1. Oblačenje CB in GO z 
BSA pri celicah HUVEC zmanjša vpliv NM, vendar ne dovolj. Uporaba oplaščenih NM 
z BSA še vedno vpliva na viabilnost celic. 
 
 
 
 
62 
Zrimšek M. Primerjava vpliva izbranih kovinskih in ogljikovih nanomaterialov … človeških celic in vitro. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017 
7 POVZETEK  
 
Z razvojem NM so se začela pojavljati vprašanja glede morebitnih stranskih učinkov njihove 
uporabe. Ocene varnosti so težavne, saj NM niso enotna skupina snovi, ampak široka 
skupina z različnimi lastnostmi. Potrebna je podrobna in celovita karakterizacija 
uporabljenih NM (Nogueira in sod., 2014). Izbrani ogljikovi in kovinski NM so bili določeni 
za primerjavo učinkov, določanje vpliva na različne človeške celične kulture in vitro ter 
inkubacijo s proteini. Med ogljikove NM vključujemo amorfni ogljik (CB) in grafenov oksid 
(GO). Raziskali smo tudi vplive kovinskih NM titanovega dioksida (TiO2) in titanovega 
dioksida, prevlečenega s polivinilpirolidonom (TiO2 PVP). Površino vsakega NM ob vstopu 
v biološki medij prekrijejo proteini in tvorijo proteinsko korono. Razumevanje interakcij 
med NM in biološkimi sistemi je pomembno za učinkovito uporabo materialov, saj korona 
vpliva na nadaljnje odzive celic in tkiv (Rahman in sod., 2013). Pri injiciranju NM v kri je 
krvna plazma prvo okolje, s katerim pride delec v stik. Krvna plazma  vsebuje več tisoč 
proteinov, zastopanih v različni številčnosti, ter številne druge molekule, med drugim tudi 
lipide (Monopoli in sod., 2011). Proteinska korona zmanjša vezavo NM na membrane celic 
in posledično zmanjša privzem NM v celice. Korona vpliva tudi na mehanizme privzema 
NM. Številne študije poročajo o zmanjšanem privzemu NM ob predhodni vezavi serumskih 
proteinov na NM (Yan in sod., 2013). 
 
Vpliv NM smo testirali na trajni celični liniji človeških celic žilnega endotelija, izolirane iz 
vene popkovnice (ang. human umbilical vein endothelial cell, HUVEC) (Jiménez in sod., 
2013), in trajni celični liniji človeških monocitov akutne levkemije (ang. human leukemia 
monocytic cell, THP-1), ki je bila izolirana iz periferne krvi pacienta z akutno monocitno 
levkemijo (Chanput in sod., 2014). Obe celični kulturi smo testirali za prisotnost 
mikoplazme. Uporabili smo test MTT, test privzema barvila nevtral rdeče in test z 
resazurinom. Zaradi posebnih fizikalno-kemijskih lastnosti in povečane reaktivnosti NM 
lahko motijo spektrofotometrične in spektrofluorimetrične teste (Ong in sod., 2014). 
 
Celice smo nasajali na mikrotitrske plošče. Poleg vpliva NM smo testirali tudi vpliv BSA na 
oba tipa celic. Testirali smo izgubo BSA po sterilizaciji s filtracijo. Pripravljene suspenzije 
NM smo oblačili z BSA. Za izboljšanje rezultatov smo za oba tipa celic testirali optimizacijo 
nasajanja. Pri vseh treh testih smo vzorce spektrofotometrično izmerili. Rezultate smo 
statistično analizirali. Pred izvedbo testov citotoksičnosti smo preverili ustreznost celičnih 
kultur celic HUVEC in THP-1 s kitom MycoAlert mycoplasma detection kit. Pri vseh 
testiranjih smo potrdili odsotnost mikoplazme v celičnih kulturah. Uporabljeni celični 
kulturi sta bili ustrezni za izvedbo testov citotoksičnosti.  
 
Koncentracija 7000 celic/jamico se je izkazala za najustreznejšo koncentracijo za test z MTT 
in test z resazurinom ter test privzema barvila nevtral rdeče (za celice HUVEC). Za testiranje 
celic THP-1 je bila koncentracija 5 x 105 celic/jamico primerna za nadaljnjo izvedbo testov 
z resazurinom. Gojenje celic na prozornih ploščah se je izkazalo za najprimernejše. Meritve 
absorbance ali fluorescence istega vzorca se med seboj niso razlikovale. Meritve 
fluorescence na črnih ali prozornih ploščah so bile primerljive.  
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CB je imel ob 24-urni izpostavitvi učinek na celice HUVEC pri uporabi 50 in 100 µg/ml in 
pri uporabi 100 µg/ml na celice THP-1. GO je vplival ob 24-urni izpostavitvi na celice 
HUVEC pri uporabi vsaj 1, 5, 10, 50 in 100 µg/ml in ni imel učinka na celice THP-1. Na 
podlagi rezultatov sklepamo, da je imel TiO2 ob 24-urni izpostavitvi učinek na 
mitohondrijsko aktivnost celic HUVEC pri uporabi 5, 10, 50 in 100 µg/ml. Hkrati ni imel 
učinka na celice THP-1. TiO2 PVP je ob 24-urni izpostavitvi znižal mitohondrijsko aktivnost 
celic HUVEC pri uporabi 50 in 100 µg/ml in ni imel učinka na celice THP-1. 
 
Učinki ogljikovih in kovinskih NM so bili različni. Testa MTT in privzema barvila rdeče sta 
pokazala učinek CB in GO na celice HUVEC. CB je vplival tudi na celice THP-1. Vpliv 
TiO2 in TiO2 PVP smo zaznali samo s testom MTT na celicah HUVEC. TiO2 PVP je znižal 
viabilnost celic šele pri višjih koncentracijah.  
 
NM motijo spektrofotometrične in spektrofluorimetrične teste. Pri testiranju CB in GO sta 
se test MTT in test privzema barvila z nevtral rdečim izkazala primerna za testiranje učinkov. 
Za testiranje TiO2 in TiO2 PVP je primeren test MTT. Večina NM povečuje končne 
absorbance in fluorescence, kar privede do podcenjevanja citotoksičnosti. Pričakujemo 
lahko, da so učinki CB, GO, TiO2 in TiO2 PVP  lahko večji od zaznanih.  
 
Vpliv enega tipa NM ni imel podobnega učinka na različne vrste celic v kulturi. Sklepamo, 
da so celice THP-1 bolj odporne na delovanje NM v primerjavi s celicami HUVEC. Celice 
THP-1 niso bile primerne za testiranje vpliva ogljikovih in kovinskih NM. BSA je vplival 
na celice HUVEC, pri celicah THP-1 pa vpliv različnih koncentracij BSA ni povzročil 
učinkov. S sterilizacijo s filtracijo se je koncentracija založne vrednosti BSA zmanjšala na 
le 59 % začetne. 
 
Želeli smo preveriti, kakšne so razlike vpliva FBS (v gojišču) in predhodnega oblačenja NM 
z BSA na nastanek proteinske korone. Oblačenje NM z BSA je zmanjšalo učinke. 
Zmanjšanje  učinka smo zaznali pri testu z resazurinom na CB, oplaščenem z BSA, in pri 
testu MTT ter pri testu z resazurinom ob uporabi GO, oplaščenem z BSA. Oblačenje 
kovinskih NM ni zmanjšalo učinkov. Predhodno oblikovana korona z BSA se je izkazala pri 
ogljikovih NM za boljšo pri zmanjševanju učinkov na celice HUVEC. Gojišče z dodanim 
10 % FBS tvori proteinsko korono, vendar so v gojišču prisotne tudi druge komponente, ki 
vplivajo na nastanek korone in njeno učinkovitost. 
 
Uporabljeni material ob stiku s telesom ali celicami ne sme ustvariti neželenih strupenih 
odzivov (Naahidi in sod., 2013). CB, GO, TiO2 in TiO2 PVP imajo vpliv na celice HUVEC. 
CB prav tako vpliva na celice THP-1. GO, TiO2 in TiO2 PVP nimajo vpliva na celice THP-
1, saj niso bili citotoksični. Oblačenje CB in GO z BSA je pri celicah HUVEC zmanjšalo 
citotoksičnost NM, vendar ne dovolj. Uporaba oplaščenih NM z BSA še vedno zmanjša 
viabilnost celic. 
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PRILOGA A 
 
Testiranje izgube BSA po sterilizaciji s filtracijo 
 
Pri testiranju izgube BSA po sterilizaciji s filtracijo smo pri uporabi izvorne koncentracije 4 
mg/ml BSA ob uporabi filtrov Millipore (0,22 µm pore) dobili v povprečju raztopino s 
koncentracijo 2,35 mg/ml BSA. 
 
 
Slika A1: Izguba vsebnosti BSA po filtraciji založne raztopine z izvorno koncentracijo 4 mg/mL. Po 
filtraciji (s filtri Millipore z 0,22 µm porami) je bila vsebnost proteina BSA v raztopini 59 % ali 2,35 
mg/ml. 
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